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Zusammenfassung
Expression und Regulation von Bone Morphogenetic Proteins (BMPs)
beim Multiplen Myelom.
Britta George

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), Mitglieder der TGF-3-Superfamilie, sind
Zytokine, die Wachstum, Differenzierung, Adhasion und Apoptose
verschiedener Zelltypen regulieren. Die Wirkungen von exogenen BMPs auf
Myelomzellen wurden bereits eingehend untersucht. BMP-2, -4, -5, -6 und -7
konnen bei bestimmten Myelomzelllinien und nativem Patientenmaterial
Apoptose induzieren und das Zellwachstum hemmen. Eine endogene
Expression von BMPs wurde bislang fur das Multiple Myelom nicht untersucht.
In dieser Arbeit wurde erstmalig die endogene BMP-2- und -4-Transkription und
Regulation sowie die intra- und extrazellulare BMP-2-Protein Regulation bei
Apoptoseinduktion durch Rezeptortyrosinkinaseinhibition (RTKI), Dexa-
methason oder all-trans-Retinolsaure bzw. bei Stimulation von Proliferation
durch Interleukin-6 (IL-6) fur verschiedene Myelomzelllinien und natives
Patientenmaterial beschrieben und mittels Real-Time-PCR-Technik bzw. ELISA
guantifiziert. Als Kontrolle fand eine Bestimmung von Bcl-x., einem anti-
apoptotischen Protein, das die exogene BMP-Wirkung auf Myelomzellen
vermitteln soll, statt.

Fur zwei Myelomzelllinien, KMS-11 und KMS-18, bei denen sich durch RTK-
Inhibition signifikant Apoptose induzieren lieR (KMS-11: P=0,011; KMS-18:
P=0,008), konnte eine signifikante Steigerung der BMP-2-Transkription gezeigt
werden, und zwar fur KMS-11 nach einer Inkubationszeit von 24 Stunden mit 1
UM des RTKI auf das 3,2fache (P=0,028) und fir KMS-18 nach 24 Stunden mit
0,5 uM BIBF1000 auf mehr als das Doppelte (P=0,028). Auch die Induktion von
Apoptose durch Dexamethason oder ATRA flhrte zu einer Heraufregulation der
BMP-2 Transkription. Des Weiteren liel3 sich fur die Linie KMS-11 nach 120
Stunden Inkubation mit 0,5 pM RTKI ein Anstieg der BMP-4-Transkription
gegenuber nativen Bedingungen auf das 4,2fache nachweisen. Zudem konnte
gezeigt werden, dass fur die Bcl-x.-Transkription eine der BMP-2- und -4-
Expression inverse Regulation vorliegt. Die genannten Ergebnisse liel3en sich
bei Myelomzellen von an Multiplem Myelom erkrankten Patienten
reproduzieren. Zusatzlich konnte bei KMS-11-Zellen ein intra- und
extrazellularer Anstieg von BMP-2-Protein bei Induktion von Apoptose durch
den RTKI nachgewiesen werden.

Somit unterliegen sowohl das BMP-2- und -4-Transkript als auch das BMP-2-
Protein von Myelomzellen bei Induktion von Apoptose durch die eingesetzten
Substanzen einer Regulation in Form einer vermehrten Expression.

Tag der mindlichen Prifung: 06.06.2008



Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
1 EINIBIUNG . ..o e e e e e e e e e e e 1
1.1 MURIPIES MYEIOM ... 1
1.1.1 DefiNItION ..ccoeiiieieeeeeeeie e e e e e e e e e e e e e e eenees 1
1.1.2 Pathogenese und Klassifikation .................cccvviiiiiiiiiiiie e, 1
1.1.3  TREIAPIE .ottt 3
1.1.4 Anti-apoptotische ZYytoKine .............cccoovvviiiiiiiiiiiicce e, 5
1.1.5 Pro-apoptotische Proteine...........cccceeviiiiiiiiiiiiiiiiie 6
1.2 FragesStelluUNgen ... 8
2 Material UNnd MethOOEN .........uiiiiiiiiiiiiiieeee e 10
2.1 ZEIKURUT ...t 10
2.1.1 Eigenschaften und Kulturbedingungen der verschiedenen
Zelltypen.... ... e e 10
2.1.2  Subkultur von adharenten Zellen und Zellen in Suspension........ 11
2.1.3 Zellz&hlung mit der Neubauer-Kammer...........ccccccveiiiiieeennnnnnne 12
2.1.4 Isolation von mononukledren Zellen aus Knochenmark............... 12
2.1.5 Magnetic Cell Sorting (MACS): Isolation von menschlichen
CD138 PIasmazellen...........co.ocveeeeeeeeeeeeeee e, 13
2.1.6 Stimulation von ZellKUltUren ...........cccoooeeeieeeieiiiiiieeee e 14

2.2 Zellpraparation und Apoptose-Assay mit Annexin-V-FITC und

Propidiumiodid mittels Flow Cytometry ..........cccceeevviiiiieiiiiiniiieeeeeeiiiinns 15
2.3 ProliferationS-ASSAY ..........cceiiiiiiiiie ettt 17
2.4 GeNLECNNIK.....ciiiiiiiiiie e 17
2.4.1 Erntenvon Zellen fir die RNA-ISOlation ...........ccccceeeiiiieiniininins 17
2.4.2  RNA-ISOIAION ... 18
2.4.3  CDNA-SYNtNESE ....ciiii i 18
A O e 5 19
2.4.5 Acrylamidgelelektrophorese .........ccccoeeeiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 21
2.4.6 TagMaN™ PCR ASSAY.......cccooveveveeeeieeeeerrereseseeseeeeseneseesssaseneens 22
2.5 IMMUNCREMIE......eiiiiieiie e es 27
2.5.1  ProteineXtraktioN...........uuiieeeiiiiiiiie i 27
2.5.2 Bestimmung des Proteingehaltes der Extrakte mittels pH-
modifiziertem Bradford Assay nach Stoschek.............ccccccceeennn. 28

2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Proteinauftrennung...29



Inhaltsverzeichnis

2.5.4 Semitrockener Proteintransfer (Elektroblot-Verfahren) ...........
2.5.5 ImmunoblotanalySe............ccceeeiiiiiiiiiiii
2.5.6 Sandwich-ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent Assay).....

3 EFQEDNISSE. ..o

3.1 Inhibition der Proliferation verschiedener Myelomzelllinien

durch den RTKI BIBFLOO00 ......cc. i

3.2 Induktion von Apoptose durch den RTKI BIBF1000

bei verschiedenen Myelomzelllinien............cccooiiiiiiiiiiiiieiee

3.3 RTKI-induzierte Inhibition der MAPK (p44/42)-Phosphorylierung

bei t(4;14)-positiven Myelomzellen...........cccceeeviiiieiiiiiiiiiiiieees

3.4 Induktion von Apoptose durch Dexamethason und

all-trans-Retinolséure bei Myelomzellen..............cccooiiiiiiiin.

3.5 Qualitative Expressionsanalyse von BMP-2- und

BMP-4-Transkript bei funf Myelomzelllinien...............ccccooeeeeeeinnnn.

3.6 Quantitative Expressionsanalyse von BMP-2-Transkript...................

3.6.1 Effekte des RTKI BIBF1000 auf die BMP-2-Transkription

von t(4;14)-positiven Myelomzelllinien...........c.ccccoeeeeeiiiiiennenee,

3.6.2 Effekte des RTKI BIBF1000 auf die BMP-2-Transkription

von t(4;14)-negativen Myelomzelllinien................cccooevvvvvvvnnnnnns

3.6.3 Wirkungen von Dexamethason, ATRA und/oder RTKI
auf die BMP-2-Transkription der t(4;14)-translozierten

Myelomzelllinie KMS-11 ... ..o e
3.7 Quantitative Expressionsanalyse von BMP-4-Transkript...................

3.8 Quantitative Expressionsanalyse von Bcl-x_-Transkript................

3.9 Quantitative Expressionsanalyse von BMP-2, BMP-4-
und Bcl-x_-Transkript bei Myelomzellen von an Multiplem

Myelom erkrankten Patienten ...

3.10 RTKI-vermittelte Effekte auf die BMP-2-Produktion und

-Sekretion von zwei Myelomzelllinien................cccooiin,

A DISKUSSION ..o e

Lo I (<1 = L U TR



Abkurzungsverzeichnis

Abktrzungsverzeichnis

Abb.
ACtR-IA(ALK-2)

ActR-Il
ActR-11B

A.d.

Akt

al.

APS

As,03
ATRA

Bcl-2

Bcl-x.
Bcr/Abl-Gen

bFGF
BIBF1000

BMP-2-7

BMPR-IA (ALK-3)
BMPR-IB
BMPR-II
bp

°C
CCND1, CCND 3
CD
cDNA
cm?
c-maf
c-myc
CO,

Cr
ddH,0
Dex
DNS/A
EDTA
EGF
6-FAM
FCS

FET
FGFR1-4

FITC
g
GAPDH

Go/G1-Phase
Gpl20
GW654652
°H

h

HCI

H,O

ICAM-1

IFN-y
Ig

IGF

IL-6

IL-6R

IL-2

IMiDs
INBC20
JAK1, JAK2

Abbildung

Aktivin-Rezeptor, BMP-
Rezeptor

Aktivin-Rezeptor, BMP-
Rezeptor

Aktivin-Rezeptor, BMP-
Rezeptor

Aqua destillata
Activin-like-kinase

alumni

Ammoniumpersulfat
Arsentrioxid
all-trans-Retinolséaure
Apoptose inhibierendes Protein
anti-apoptotisches Protein
Onkogen, Fusionsgen auf
Chromosom 22

Basic Fibroblast Growth Factor
Small Compound Tyrosinkinase
Inhibitor

Bone Morphogenetic

Protein 2-7

BMP-Rezeptor
BMP-Rezeptor
BMP-Rezeptor

base pair

Grad Celsius

Gen zu Cyclin D1 bzw. D3
Cluster of Differentiation
complementary DNA
Quadratzentimeter
Transkriptionsfaktor
Onkogen

Kohlendioxid

Threshold Cycle
didestilliertes Wasser
Dexamethason
Desoxyribonukleinséure/-acid
Ethylendiamintetraessigsaure
Epidermaler Wachstumsfaktor
6-Carboxy-Fluorescein
Fetales Kalberserum
Fluoreszenzenergietransfer
Fibroblast Growth Factor
Receptor 1-4
Fluoreszeinthiocyanat
Erdbeschleunigung 9,81 m/s?
Glycerinaldehydphosphat-
dehydrogenase
Zellzyklusphase

Glykoprotein 130
Tyrosinkinaserezeptorinhibitor
Wasserstoffisotop

Stunde

Salzsaure

Wasser

Interzellulares
Adhésionsmolekil 1
Interferon y

Immunglobulin
Insulin-like-growth-factor
Interleukin-6

Interleukin-6 Rezeptor
Interleukin-2
Immunomodulatory Derivatives
Janus-Kinase-Inhibitor
Januskinase 1 bzw. 3,
Proteintyrosinkinasen

kDa

K-RAS

mA
mafB
MAPK
2ME2
MgCIz
MGUS

ng

nM

nm
NK-Zelle
Noggin
N-RAS
n.s.

32 P

P

p18

p53

PCR
PD173074
PDGFRa

Pg
pH

Pl

PI3K

PMAPK

PS-341
PTK787/ZK222584
PVDF

raf

ras

Rn

RNA

RTKI

18S

SDS

SEM

SiRNA
Smadl, 5, 4

Kilodalton

Knochenmark

Onkogen

Liter

Molar

Milliampere
Transkriptionsfaktor

Mitogen aktivierte Proteinkinase
2-Methoxy-Estradiol-2
Magnesiumclorid
Monoklonale Gammopathie
unbekannter Signifikanz
Mikrocurie

Mikrogramm

Mikroliter

Mikromolar

Milliliter

Minute

Mononukleére Zelle
potentielles Onkogen
messenger Ribonukleinséure
Anzahl

Natriumclorid

Natriumfluorid
Natriumhydroxid, Natronlauge
Natriumorthovanadat,
Phosphotyrosin-Phosphatase-
Inhibitor

Nanogramm

Nanomolar

Nanometer

Naturliche Killerzelle
BMP-Antagonist

Onkogen

nicht signifikant

*phosphor

Signifikanzniveau
Cyclin-abhéngiger
Kinaseinhibitor
Tumorsuppressorgen
Polymerasekettenreaktion
Tyrosinkinaserezeptorinhibitor
Platelet Derived Growth Factor
Receptor a

Picogramm

negativer dekadischer
Logarithmus der Wasser-
stoffionenkonzentration
Propidiumiodid
Phosphoinositol-3-Kinase
phosphorylierte MAPK
Proteasomeninhibitor
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor
Polyvinyldifluorid

zentrales
Signaltransduktionsprotein,
ras-aktivierte Proteinkinase
Onkogen, GTP-bindendes
Protein

normalisiertes Reportersignal
Ribonukleinsaure
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor
housekeeping gene
Dodecylsulfat-Natrium-Salz
standard error of mean

small interfering RNA
Transkriptionsfaktoren, die
TGF-B-Signale tibermitteln



Abkurzungsverzeichnis

STAT3

STi571
SU 5416

TAMRA
TEMED

TNF-a
TGF-B
TKR
Tris

TTBS
TYK2

Signal Transducer and Activator
of Transcription 3

Imatinib

kleinmolekularer
Rezeptortyrosinkinaseinhibitor
6-Carboxy-tetramethylrhodamin
N, N, N, N'-
Tetramethylethylendiamin
Tumornekrosefaktor a
Transforming Growth Factor 8
Tyrosinkinaserezeptor
Tris-(hydroxymethyl)-
aminomethan

Tris buffered Saline + Tween
Tyrosinkinase 2, Januskinase

U
U
\Y
VAD

VCAM-1
VEGF

VEGFR (fit-1)
VEGFR2 (KDR/flk-1)
vIC

VS

Unit

Umdrehungen

Volt

Vincristin, Doxorubicin und
hochdosiertes Dexamethason
Vaskulares Adhasionsmolekiil 1
Vascular Endothelial Growth
Factor

Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor 1

Vascular Endothelial Growth
Factor Receptor 2
2,7-Dimethoxy-dichloro-6-
carboxyfluorescein

versus



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Multiples Myelom

1.1.1 Definition

Das Multiple Myelom gehért zu den B-Zell-Neoplasien und ist durch eine
langsame Proliferation und Akkumulation von malignen, terminal differenzierten
Plasmazellen im Knochenmark gekennzeichnet (20). Mit einem Anteil von 10 %
ist es die haufigste B-Zell-Erkrankung innerhalb der malignen hamato-
poetischen Neoplasien des fortgeschrittenen Lebensalters (61), der oftmals ein
pramalignes Stadium, die Monoklonale Gammopathie unbekannter Signifikanz
(MGUS), vorausgeht. Hierbei handelt es sich um eine Entitdt, die mit einer
Pravalenz von 3,4 % in der Bevolkerung mit einem Alter von uber 50 Jahren
haufig zu finden ist. Monoklonale Gammopathien sind gewdhnlich
asymptomatisch, gehen aber mit einer Wahrscheinlichkeit von 0,6 % bis 3 %
(Median 1 %) pro Jahr, abhéngig vom monoklonalen Ig-Spiegel, in ein Multiples
Myelom Uber. Fortgeschrittene Krankheitssymptome des Multiplen Myeloms
bestehen aus Anamie, Osteolysen mit Hyperkalzdmie, Niereninsuffizienz und
rekurrierenden Infektionen aufgrund von schwerwiegender Immundysregulation
(53).

1.1.2 Pathogenese und Klassifikation

Gruppe Primére Gen(e) am D-Cyclin Ploidiegrad Hélufigkeitenl
Translokationen Bruchpunkt in %
11g13 CCND1 D1 n. h.? 15
TC1 )
6p21 CCND3 D3 n. h. 3
TC2 keine keine D2 h.2 37
TC3 keine keine D2 h3=n.h.? 22
TC4 4p16 FGFR3/MMSET D2 n.h*>h? 16
16023 c-maf D2 n. h.?
TC5 )
20911 mafB D2 n. h. 2

Tabelle 1. TC -Klassifikation des Multiplen Myeloms anhand Translo kationen und Cyclin -
D-Expression.

! Haufigkeit der jeweiligen TC-Gruppe bei Erstdiagnosen von Multiplem Myelom

% nicht hyperploid

3 hyperploid (modifiziert nach Bergsagel und Kuehl, 2003)
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Neue Erkenntnisse bezuglich der Pathogenese des Multiplen Myeloms haben
zu der Annahme einer schrittweisen neoplastischen Transformation von der B-
Zelle des Keimzentrums bis hin zur Myelomzelllinie gefuihrt (52). Hierbei wurden
zwei grundsétzlich unterschiedliche Gruppen priméarer Ereignisse beschrieben:
Einerseits die Translokationen im Bereich der Immunglobulin-Schwerketten-
Region des Chromosoms 14 mit funf gut definierten Partnern, 11913 (Cyclin
D1), 6p21 (Cyclin D3), 4p16 (,fibroblast growth factor receptor 3“ (FGFR3) und
MMSET), 16923 (c-maf) und 2091l (mafB) (95), und andererseits die
Entstehung von hyperploiden Tumoren, die mit Trisomien der Chromosomen 3,
5 7, 9, 11, 15, 19 und 21 assoziiert sind (25,88,89). Im Zuge der
Tumorprogression kommt es nachfolgend zu sekundaren Chromosomen-
translokationen, die zu der steigenden Autonomie und Aggressivitdt des
entsprechenden Plasmazellklons beitragen (Abb. 1). Hier sind Mutationen von
N- und K-RAS zu nennen, die den Ubergang eines MGUS in ein Multiples
Myelom anzeigen, wenn nicht sogar verursachen kdénnen. Spate onkogene
Verdnderungen beinhalten Inaktivierungen von pl18 und p53, sowie
Translokationen, die c-myc dysregulieren kénnen (52,87).

Plasmazell-Labeling-Index

Knochendestruktion

Angiogenese

—

S “Smouldering i E,Xtﬁﬁ- Mvel
des Keim- MGUS g medullares medullares yelom-
zentrums Bl > Myeloma > Myelom > Myelom > Zelllinie
Primare 11913
Translo- ;ggﬁ
kationen 4p16

N, K-RAS R
FGFR3 p53
Trisomie
3,5,7, 95018
15,19, 21

Abbildung 1 . Modell der schrittweisen malignen Transformation (moduliert nach Bergsagel und
Kuehl, 2003).



Einleitung

Vor diesem Hintergrund wurden finf Myelom-Subtypen unter Beriicksichtigung
der primaren Translokationen, der Cyclin-D-Expression und des Ploidiegrades
neu klassifiziert (Tab. 1) (37).

Die Translokation (4;14)(p16.3;932) scheint zwei potentielle Onkogene, MMSET
und FGFR3, zu dysregulieren. Diese als TC4 Kklassifizierte
Myelomzellsubpopulation kann bei 16 % aller neu diagnostizierten Falle von
Multiplem Myelom identifiziert werden und geht mit einer schlechten Prognose
einher (24,48,63).

1.1.3 Therapie

Die Einfuhrung von Melphalan und Prednisolon (MP) im Jahre 1969 durch
Alexanian et al. war ein entscheidender Schritt in der konventionellen
Chemotherapie des Multiplen Myeloms (3). Durch Modifikation dieses
Schemas, z. B. im VAD-Protokoll (Vincristin, Doxorubicin und hochdosiertes
Dexamethason), konnte die Uberlebenszeit der Patienten aber nicht mehr
signifikant verbessert werden (1). Hochdosistherapie gefolgt von der
Transplantation autologer Blutstammzellen erhdohte die Rate kompletter
Remissionen auf etwa 40 % im Vergleich zu 5 bis 10 % nach konventioneller
Chemotherapie und die Uberlebenszeit der Patienten von drei bis vier auf vier
bis funf Jahre (4,33,56). Da das mittlere Alter bei Erstdiagnose des Multiplen
Myeloms mehr als 60 Jahre betragt und viele Patienten zusatzlich an anderen
gesundheitlichen Problemen leiden, ist die Hochdosistherapie haufig keine
Option. So bleibt das Multiple Myelom mit der mdglichen Ausnahme der
allogenen Knochenmarktransplantation weiterhin unheilbar (29).

Durch ein besseres Verstandnis der biologischen Prozesse im Mikromilieu des
Knochenmarks konnten in der letzten Zeit einige neuartige, viel versprechende
Wirkstoffe entwickelt werden, die speziell eine Beeinflussung der Myelomzellen
und ihrer Umgebung im Knochenmark zum Ziel haben.

Hier sind unter anderen Thalidomid und seine Analoga IMiDs
(Aimmunomodulatory derivatives”), Proteasomeninhibitoren wie PS-341,
Arsentrioxid (As;03) und 2-Methoxyestradiol-2 (2ME2) zu nennen. Diese
Substanzen wirken durch folgende Interaktionsmechanismen (Abb. 2):

- Thalidomid, PS-341 und As,O3 fihren zu einer verminderten Expression
bestimmter Adhasionsmolekille durch Knochenmark-Stromazellen,
wodurch die Adhasion zwischen diesen und Myelomzellen und
konsekutiv die Interleukin-6 (IL-6) Sekretion durch beide Zelltypen
abnimmt (84).

- Des Weiteren hemmen diese drei Wirkstoffe auch direkt die Produktion
von IL-6 und Tumornekrosefaktor-a (TNF-a) durch Knochenmark-
Stromazellen (84).

- Zusatzlich wird sowohl durch Thalidomid, PS-341 und As,Os als auch
durch 2ME2 die Wirkung von IL-6 und TNF-a auf Myelomzellen
abgeschwacht bzw. blockiert (84).
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PS-341
Thalidomid
PS-341 As,O,
& Thalidomid 2ME2
As,O,
2ME2
Apoptotische
Zellen
PS-341
Thalidomid
Myelomzellen @ As,O, IL-6
/ Knochenmark- TNF-a
PS-341 ICAM-1 stromazellen PS-341
Thalidomid VCAM-1 |— Thalidomid
As,O, Asz 3
2ME2
bFGF
VEGF Mikro- J :E“z' o
vaskuladre Zellen
Endothelzellen
© (©) Thalidomid
O As,O,
CD8" Zellen
NK-Zellen

Abbildung 2. Neue Therapieansatze beim Multiplen Myelom (modifiziert nach Ryoo und
Anderson, 2002).

- Thalidomid, PS-341, As;O3 und 2ME2 hemmen ebenfalls die
Angiogenese im Knochenmark durch eine Herunterregulation der
angiogenen Zytokine ,basic fibroblast growth factor* (bFGF) und
»vascular endothelial growth factor* (VEGF) (84).

- Thalidomid und As;O3 besitzen aul3erdem immunmodulatorische
Kapazitaten. Sie aktivieren vermittelt durch Interferon-y (IFN-y) und
Interleukin-2 (IL-2) Myelomzell-spezifische CD8" T-Lymphozyten und
Naturliche Killerzellen (NK-Zellen) (84).

- Alle vier Wirkstoffe induzieren bei Myelomzellen nicht nur indirekt,
sondern auch direkt Apoptose (84).

Eine weitere Substanzgruppe, zu der die Rezeptortyrosinkinase- und
Farnesyltransferaseinhibitoren gehoren, beeinflusst das Myelomzellwachstum
und -Uberleben durch Rezeptor-Liganden-Interaktion (37).

Kleinmolekulare  Rezeptortyrosinkinaseinhibitoren  (RTKI) sind  zurzeit
Gegenstand einer Reihe viel versprechender Forschungsprojekte, sowohl das
Multiple Myelom als auch weitere hamatologische Neoplasien betreffend. Als
bedeutendes Beispiel ihres therapeutischen Potentials ist Imatinib (friher
STi571) zu nennen, das sich durch Inhibition und Dysregulation der Abl-Kinase
durch Fusion des Bcr/Abl-Gens als bemerkenswert effektiv in der Behandlung
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von Chronischer Myeloischer Leukamie erwiesen hat (22). Ein weiterer
kleinmolekularer Rezeptortyrosinkinaseinhibitor, SU5416, weist biologische und
klinische Aktivitdt bei Patienten mit refraktarer Akuter Myeloischer Leukamie
und Myelodysplastischem Syndrom auf. In multizentrischen Phase 1l Studien
zeigte SU5416 aber sowohl bei Patienten mit Akuter Myeloischer Leukamie als
auch mit Myelodysplastischem Syndrom toxische Nebenwirkungen Grad 3 bis
4, die wahrscheinlich auf die galenische Zusammensetzung des Praparates
zuriickzufihren sind (30,31).

Auch fur das Multiple Myelom wird der Einfluss von verschiedenen RTKI
untersucht. Hier sind Wirkstoffe wie PTK787/2K222584, das Wachstum und
Migration der malignen Zellen durch Blockade des ,vascular endothelial growth
factor receptor®* VEGFR1 (flt-1) bewirkt, GW654652, ein Pan-Inhibitor von
VEGF-Rezeptoren, PD173074, ein Inhibitor des FGFR3, der Janus-Kinase-
Inhibitor INBC20, der sowohl selektiv JAK1 bis 3 und TYK2 als auch die IL-6-
induzierte Phosphorylierung von STAT3 (Signal Transducer and Activator of
Transcription 3) hemmt, und BIBF1000, das sowohl die VEGF-Rezeptoren 1 bis
3 als auch FGFR 1 und 3 und den ,platelet derived growth factor receptor
alpha“ (PDGFRa) blockiert, zu nennen (10,59,73,94).

1.1.4 Anti-apoptotische Zytokine

Autokrine
Stimulation

VEGF

VEGF bFGF

Parakrine Parakrine
Stimulation Stimulation

IL-6 IL-6

P —— vaskuldre Endothelzellen

Stromazellen

Abbildung 3. Para- und autokrine Interaktionen im Knochenmark (11,21).
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Ein dysregulierter programmierter Zelltod ist ein wichtiges Kennzeichen einer
Tumorzelle. Die fehlgesteuerte Apoptose gestattet es den Zellen, unter
Mikromilieubedingungen wie z.B. unter Sauerstoff- oder Zytokinentzug zu
uberleben und Resistenzen gegen zytotoxische Therapien zu zeigen (45).
Verschiedene Mediatoren sollen im Multiplen Myelom eine potentielle Rolle in
der Pravention von Apoptose spielen (14,15).

Die Wachstumsfaktoren IL-6, VEGF und bFGF sind hier besonders
hervorzuheben:

IL-6 wird als bedeutendes Zytokin fir das Multiple Myelom aufgefasst
(27,38,39,50). Es wirkt als Uberlebensfaktor, inhibiert die Apoptose dieser
malignen Zellen und die Hohe seines Spiegels und der seines Rezeptors (IL-
6R) korreliert mit dem Krankheitsstadium (28,58,70,79).

Patienten, die an Multiplem Myelom leiden, weisen eine erhdhte Gefal3dichte im
Knochenmark auf, die mit dem Fortschreiten des Tumorleidens und einer
schlechten Prognose im Verhaltnis steht (65,80,95,96).

Die Zytokine VEGF und bFGF besitzen ein grol3es angiogenes Potential und
werden durch Myelomzellen exprimiert und sezerniert (7,13,21,67). Hierdurch
stimulieren sie Knochenmark-Stromazellen, die VEGF- und bFGF-Rezeptoren
besitzen, IL-6 zu produzieren. Das von den KM-Stromazellen sezernierte IL-6
wiederum verstarkt bei den Myelomzellen die Expression und Abgabe von
VEGF und bFGF (11,21).

Neben diesen parakrinen Interaktionen werden fiur IL-6, VEGF und bFGF
auRerdem autokrine Wirkungen auf Myelomzellen vermutet (11,26,74,75).

IL-6 Ubertragt sein Signal, indem es an einen seiner Rezeptoren an der
Zelloberflache bindet. Hierbei nimmt das Glykoprotein 130 (gp 130) eine
zentrale Rolle ein. Durch diesen Vorgang kdnnen nach heutigen Erkenntnissen
mindestens drei unterschiedliche Pfade der Signaltransduktion beschritten
werden, der JAK/STAT-Weg, die ras-raf-MAPK- und die PI3K/Akt-Kaskade
(36).

Sowohl VEGF als auch bFGF sind Agonisten an Tyrosinkinaserezeptoren.
VEGF vermittelt seine Wirkungen Uber VEGFR1 (flt-1) und VEGFR2 (KDR/flk-
1), bFGF Uber die Rezeptoren FGFR-1 bis 4 (7,43).

Beide Zytokine aktivieren &hnlich wie IL-6 sowohl den Signaltransduktionsweg
Uber ras-raf-MAPK als auch PI3K (57,97) (Abb. 3).

1.1.5 Pro-apoptotische Proteine

Als Gegenspieler anti-apoptotischer Zytokine haben sich Bone Morphogenetic
Proteins (BMPs) in den letzten Jahren zu einem Gegenstand intensiver
onkologischer Forschungsbemiihungen entwickelt.

BMPs sind Mitglieder der ,transforming growth factor 3“ (TGF-3) Superfamilie.
Diese Gruppe von Zytokinen reguliert Wachstum, Differenzierung, Adhasion
und Apoptose vieler Zelltypen (62). BMPs wurden im Zusammenhang mit ihrer
Potenz entdeckt, ektope Knochen- und Knorpelneubildung induzieren zu
konnen (Huggins 1931, Urist 1965). Ihr Name konnte zu der Annahme
fehlleiten, dass diese Aufgabe ihre einzige wichtige Funktion darstellt. BMPs
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sind aber als multifunktionelle Zytokine einzustufen, die von der
Eingeweideentwicklung wahrend der Embryonalzeit, Zellproliferation, Apoptose,
Differenzierung und Morphogenese bis hin zu der ihnen seit einiger Zeit
zugesprochenen signifikanten Beteiligung bei hamatologischen Prozessen eine
wichtige Bedeutung besitzen (41,77). Bis heute sind bei Saugetieren ungefahr
20 BMPs beschrieben worden (83). Hierbei handelt es sich um 30-38 kDa
schwere Heterodimere, die als Prapropeptide mit einer Lange von ungefahr 400
-525 Aminosauren synthetisiert werden (102,103).

Abbildung 4. Wirkung von exogenem
BMP-2/-4 BMP-2 und -4 auf Myelomzellen.
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BMPs Ubertragen ihre Signale mittels Serin-/Threoninkinaserezeptoren auf
Zellen. Es gibt drei Typ-I-Rezeptoren, die BMPs als Liganden binden kénnen:
BMPR-IA (Alk-3), BMPR-IB und einen Aktivin-Rezeptor ActR-1A (Alk-2). Auch
drei Typ-ll-Rezeptoren wurden identifiziert, und zwar der Typ-ll-BMP-Rezeptor
BMPR-II und zwei Typ-IlI-Aktivin-Rezeptoren (ActR-1l und ActR-IIB). Wahrend
BMPR-IA, -IB und -1l Liganden-spezifisch fir BMPs sind, fungieren ActR-IA, -II,
und -I1IB auch als Aktivin-Rezeptoren. Nach Bindung des Liganden bilden BMP-
Rezeptoren heterotetramere aktivierte Komplexe, die aus jeweils zwei Typ-I-
und zwei Typ-lI-Rezeptoren bestehen. Hierdurch werden intrazellular so
genannte Smad-Proteine, Smad 1 und 5, phosphoryliert, die wiederum einen
Komplex mit Smad 4 bilden, der daraufhin in den Nukleus transloziert wird und
dort mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren interagiert (17) (Abb. 4). BMP-2
und BMP-4 gehoéren zu der Subgruppe von BMPs, die ihre Signale tUber die
Rezeptoren Alk-3 und Alk-6 vermittelt (81).



Einleitung

Die Wirkungen von exogenen BMPs auf Myelomzellen wurden bereits
eingehend untersucht. Mehrere Proteine dieser Gruppe, wie das BMP-2, -4, -5,
-6 und -7, konnen bei bestimmten Myelomzelllinien und nativem
Patientenmaterial Apoptose induzieren und das Zellwachstum hemmen
(40,47,81).

Exogenes BMP-2 vermittelt diese Wirkungen auf Myelomzellen durch einen
Zellzyklusarrest in der G1-Phase. Es veradndert aul3erdem die Expression von
Bcl-x,, einem anti-apoptotischen Mitglied der Bcl-2-Familie, und inaktiviert
STAT3, das Bestandteil der IL-6-Signaltransduktion ist. Exogenes BMP-4
initiiert ebenfalls eine Dephosphorylierung von STAT3 und bewirkt einen
Zellzyklusarrest der Myelomzellen in der G1/G0-Phase (40,47).

So mediieren BMPs beim Multiplen Myelom Effekte, die einer
Tumorprogression entgegen wirken. Sie kdnnten auch vorteilhafte Wirkungen
auf die Knochendestruktion besitzen, da sie einerseits eine wichtige Rolle bei
der Frakturheilung und Knochenregeneration in vivo spielen (46,104),
andererseits eine Inaktivierung von STAT3 und konsekutive Unterbrechung der
IL-6-Signaltransduktion bewirken. IL-6 ist nicht nur ein bedeutender
Wachstumsfaktor beim Multiplen Myelom, sondern auch an der Pathogenese
von Knochenlasionen durch Osteoklastenaktivierung beteiligt (5,6). Somit ergibt
sich eine fundierte Rationale fur eine weitere Untersuchung der Bedeutung
dieser Proteine beim Multiplen Myelom.

Tumorzellen einer Reihe verschiedener Neoplasien exprimieren BMP-
Transkripte. So lasst sich zum Beispiel bei Zellen des nicht kleinzelligen
Bronchialkarzinoms, des Kolonkarzinoms und des Medulloblastoms BMP-2-
Transkript, bei Ovarialkarzinomzellen BMP-4-mRNA und bei Neoplasmen
peripherer Nerven BMP-2-, -3-, -4- und -5-Transkript nachweisen
(34,35,44,54,86).

Die endogene BMP Expression wurde bislang fur das Multiple Myelom noch
nicht untersucht.

1.2 Fragestellungen

Da fur das Multiple Myelom bislang umfangreiche Daten nur zu Reaktionen von
Myelomzellen auf exogene BMPs vorliegen, und die endogene Expression
bislang nicht untersucht wurde, stellt sich die folgende Frage:

- Exprimieren verschiedene Myelomzelllinien und natives Patienten-
material Uberhaupt in detektierbarem Umfang BMP-mRNA?

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war der Nachweis von BMP-2- bzw. BMP-4-
Transkript in Myelomzellen.

Der dysregulierte programmierte Zelltod ist ein wichtiges Kennzeichen, das eine
Tumorzelle von einer gesunden Zelle unterscheidet. So ergeben sich im
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Kontext einer BMP-mRNA-Expression durch  Myelomzellen  weitere
Uberlegungen:

- Wie verhédlt sich die BMP-mRNA-Expression von apoptotischen
Myelomzellen?

- Zeigen sich unter Bedingungen, die die Myelomzellproliferation férdern,
Veréanderungen in der BMP-Transkription?

Um die Regulation der endogenen BMP-Transkription von Myelomzellen
anhand von BMP-2 und BMP-4 beschreiben zu kénnen, wurde mit einem
Zellkultursystem gearbeitet, in dem bei verschiedenen Myelomzelllinien und im
folgenden auch bei nativem Patientenmaterial durch bestimmte Substanzen
Apoptose unterdriickt bzw. induziert wurde. Als Wachstumsfaktor diente IL-6,
dem eine herausragende Bedeutung in der Hemmung des programmierten
Todes von Myelomzellen zugesprochen wird (38,39,50). Fir die Induktion von
Apoptose wurde in diesem Modell hauptsachlich ein Tyrosinkinase-
rezeptorinhibitor, ein praklinisch eingesetztes ,small compound drug“ namens
BIBF1000, verwendet. Dieser RTKI bewirkt unter anderem eine Blockade des
Tyrosinkinaserezeptors FGFR3 (10), der durch die Translokation
t(4,14)(p16.3;932) Uberexprimiert wird. Die Untersuchungen der vorliegenden
Arbeit erfolgten im Schwerpunkt an Myelomzelllinien, die zu dieser als TC4
klassifizierten Untergruppe des Multiplen Myeloms gehéren. Diese Subgruppe
geht mit einer schlechten Prognose einher.

Der Wirkungsnachweis des RTKI in Form einer Induktion von Apoptose, einer
Proliferationshemmung und einem Antagonismus der durch IL-6 induzierten
MAPK-Aktivierung fur die untersuchten Myelomzelllinien wurde mittels
Durchflusszytometrie, Proliferationsassay und Western Blot gefiihrt.

Da bekannt ist, dass eine Uberexpression des FGFR3 beim Multiplen Myelom
eine Hochregulation der endogenen Bcl-x -Expression bedingt und exogenes
BMP-2 die Bcl-x.-Transkription herunterreguliert, wurde als Kontrolle zudem
das Bcl-x_-Transkript mitbestimmit.

Es stellte sich im Verlauf die Frage, ob weitere Substanzen, die bei
Myelomzellen Apoptose induzieren, gleichartige Regulationen der endogenen
BMP Expression bewirken (2,51,90). Deswegen erfolgte eine Untersuchung, bei
der Apoptose bei Myelomzellen durch Dexamethason bzw. all-trans
Retinolsdure (ATRA) ausgelost wurde.

Nach Analyse der Expression und Regulation von BMPs auf transkriptioneller
Ebene schlieRen sich diese weiteren Uberlegungen konsequent an:

- Kann BMP-Protein in Myelomzellen bzw. Zellkulturiberstanden
nachgewiesen werden?
- Lasst sich durch pro-apoptotische Stimuli eine Regulation des intra- bzw.
extrazellularen BMP-Proteins feststellen?
Unter dieser Fragestellung wurden Myelomzellextrakte und Kulturiberstande
auf BMP-2-Protein untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Zellkultur

Im Bereich der Zellkultur fanden alle Arbeiten unter sterilen Bedingungen statt.

2.1.1 Eigenschaften und Kulturbedingungen der versc hiedenen Zelltypen

Die in RPMI-1640 Medium (Zusétze s. u.) kultivierten Myelom-Zelllinien RPMI-
8226, U-266, OPM-2, KMS-11 und KMS-18 zeichneten sich durch
unterschiedliche Wachstumseigenschaften aus. Wahrend RPMI-8226, OPM-2
und KMS-18 sich in Suspension befanden, war die Linie U-266 schwach und
die Zelllinie KMS-11 stark adharent. Ausserdem differierten diese Zelllinien in
der Expression verschiedener Mutationen. KMS-11, KMS-18 und OPM-2
zeigten alle die Translokation t(4;14). KMS-11-Zellen wiesen die Mutation
Y373C auf, die den FGFR3 durch eine konstitutive Dimerisierung in der
Abwesenheit des Liganden aktiviert. OPM-2 exprimierten die Mutation K650E,
die in der Kinasedomane des Rezeptors auftritt und die inhibitorische
Konformation der Kinase aufheben soll, was ebenfalls zu einer konstitutiven
Aktivierung fihrt. KMS-18-Zellen zeigten die Mutation G384D des FGFRS3.
Transfektionsversuche zeigen, dass diese Mutation nur schwach
transformierende Eigenschaften aufweist (94).

Von Myelom-Patientenzellen wurde nach Knochenmarkpunktion eine
Primarkultur angelegt. Dieses native Material benétigte ebenfalls RPMI-1640-
Medium.

Des Weiteren fand eine Kultur der Osteosarkomlinie U2-OS, die ebenfalls stark
adhéarent wuchs, in McCoy’s Medium statt (Zusatze s. u.).

Alle oben genannten Zellen wurden im Brutschrank in einer H,O-gesattigten
Atmosphéare von 37 °C und 5% CO ; inkubiert.

Die verwendeten Zellkultur-Medien hatten folgende Zusatze (Ausnahmen fur
bestimmte Versuchsansatze sind in den entsprechenden Abschnitten
aufgefuhrt):

RPMI-1640 Medium, ohne Glutamin (Biochrom AG)

+ 10 % Foetal Bovine Serum (Gibco)

+ 2 mmol/l L-Glutamin (Gibco)

+ 100 U/l // 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG)

MCCOY’s 5A Medium (Gibco)

+ 10 % Foetal Bovine Serum (Gibco)

+ 2 mmol/l L-Glutamin (Gibco)

+ 100 U/l // 100 pg/ml Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG)

10
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2.1.2 Subkultur von adharenten Zellen und Zellen in Suspension

Material:

Zellen

Kulturmedium (s. 0.)

Gewebekulturflaschen 250 ml, 75 cm? (Greiner)

PBS DULBECCO's (Gibco)

Trypsin EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure) (Cascade Biologics. Inc.)
Pipetus (Hirschmann Laborgerate)

Sterile 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50 ml Einwegpipetten (Falcon)

Cell Scraper (Corring Incorporated)

Mikroskop Axiovert 25 (Zeiss)

Zentrifuge 4K15C (Sigma)

Durchfiihrung

Nach mikroskopischer Begutachtung der Myelomzelllinien hinsichtlich Vitalitat,
Prufung auf Kontamination des Mediums und Zelldichte erfolgte je nach Dauer
der Generationszeit eine Auftrennung entweder im Verhaltnis 1:10 bzw. 1:5,
indem ein Teil in eine neue Gewebekulturflasche uberfihrt, frisches Serum-
haltiges Medium hinzu gegeben und die alte Kultur verworfen wurde. Vor
Umsetzen der adharent wachsenden U-266 und KMS-11 wurde zur
Resuspension eventuell ein Cell-Scraper eingesetzt.

Bei der taglichen mikroskopischen Beurteilung der am Boden der
Gewebekulturflaschen adharent wachsenden Zellen der Osteosarkom-Linie U2-
OS wurde die Farbe des Mediums, die Morphologie der einzelnen Zellen sowie
die Gesamt-Konfluenz beachtet. Das Umsetzen der Zellen in eine neue
Gewebekulturflasche erfolgte bei einer Konfluenz von ca. 90 %, da sich die
Zellen im Weiteren aufgrund der Wachstumsdichte durch Ausbildung von Zell-
Zell-Kontakten und konsekutiver Ausschittung von Wachstumsinhibitoren in
ihrer Proliferation und Differenzierung behindert hatten.

Das verbrauchte Medium wurde entfernt und verworfen, die Zellschicht mit 10
ml PBS gespllt, um Serumreste und Detritus zu entfernen, und 3 ml
Trypsin/EDTA (im Wasserbad auf +37C erwarmt) hinzugegeben. Vorher
erfolgte eine Verdinnung der 10 x Trypsin/EDTA LoOsung auf einfache
Konzentration.

Mit Hilfe des Mikroskops wurde der Zeitpunkt der Ablésung der Zellen vom
Flaschenboden verfolgt und die tryptische Digestion durch Zugabe von 10 ml
serumhaltigen Mediums gestoppt.

Die Zellsuspension wurde in ein 10 ml Reaktionsgefald Uberfuhrt, fir 5 Minuten
bei 1800 U/min. zentrifugiert, der Uberstand verworfen und die Zellen im
entsprechenden Medium aufgenommen.

Die weitere Kultur fand im Brutschrank bei +37<C, 5% CO, in H,O-gesattigter
Atmosphére statt.
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2.1.3 Zellzdhlung mit der Neubauer-Kammer

Material

Neubauer Zdhlkammer mit Objekttragerglaschen (Marienfeld)
Reaktionsgefald 1 ml (Eppendorf)

Mikroskop Axiovert 25 (Zeiss)

Cellcounter (manuell)

Trypan Blue Solution (Merck)

Pipetten 1 ml, 500 pl, 100 pl, 10 pl (Eppendorf)

Methode

Die Neubauerkammer besteht aus vier grol3en Quadraten mit jeweils sechzehn
Feldern. Es werden bei einer Zellzdhlung jeweils vier Sechzehnerfelder mit
einer VergroRerung von 1:100 bei Phasenkontrast ausgezahlt, wobei Zellen an
zwei von vier Kanten nicht zu bertcksichtigen sind.

Dies entspricht einer Zellzahl pro 0,1 ul, da jedes Sechzehnerfeld eine Flache
von 1 mm? besitzt und ergibt bei einer Tiefe von 0,1 mm ein Volumen von 0,1

pl.
Durchfiihrung

Die zu zahlenden Zellen wurden vereinzelt, resuspendiert, in ein
Reaktionsgefald tberfuhrt und im Verhaltnis 1:10 mit Trypan Blue Solution
versetzt. Die Neubauer-Kammer wurde angehaucht, das Objekttragerglas
aufgelegt und leicht angedruckt, so dass sich Newton-Ringe bildeten. Am Ober-
und Unterrand des Objekttragers liel3 sich jetzt Suspension ansaugen. Danach
erfolgte die Zahlung der Zellen wie oben beschrieben.

2.1.4 Isolation von mononuklearen Zellen aus Knoche nmark

In dieser Arbeit wurden CD 138" Zellen aus dem Knochenmarkaspirat von drei
an Multiplem Myelom erkrankten Patienten isoliert. Die Patienten gaben vor der
medizinisch indizierten Knochenmarkpunktion ihr schriftliches Einverstandnis,
das Restmaterial fur die Untersuchungen zu verwenden.

Material

Patientenmaterial der KM-Punktion

PBS DULBECCO's (Gibco)

BIOCOLL Separating Solution (Biochrom AG)
Sterile Einwegpipetten (Falcon)

50 ml Reaktionsgefalie (Greiner)
Gewebekulturflasche (Greiner)

12
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Zentrifuge 4K15C (Sigma)
Durchfiihrung

5 ml Knochenmark wurde in ein Reaktionsgefald gegeben und 1:1 mit PBS
verdunnt. In einem weiteren Reagenzglas folgte die Uberschichtung von 15 ml
BIOCOLL mit dem verdinnten Knochenmark, wobei streng beachtet werden
mul3te, dass sich die beiden Phasen nicht mischten.

Im Anschluss fand ein ungebremstes Zentrifugieren der Probe bei 2500 U/min.
fur 15 Minuten statt. Mit einer Einweg-Pipette wurde der Uberstand aus serdsen
Bestandteilen entfernt. Die weil3lich tribe Interphase, in der sich die
mononukledren Zellen angesammelt hatten, wurde vorsichtig abgenommen und
in ein Reaktionsgefald gegeben. Falls Knochenmarkbrockchen vorhanden
waren, erfolgte eine Homogenisierung durch eine sterile Spritze in einem
gesonderten Rohrchen.

Die ReaktionsgefaRe wurden mit PBS auf 50 ml aufgefillt, bei 1800 U/min.
zentrifugiert, die Uberstande abgegossen, die Zellhaufen zusammengegeben,
erneut mit PBS gewaschen und mit derselben Umdrehungszahl ein zweites Mal
zentrifugiert. Diese Prozedur war erforderlich, um die fir die Zellen toxischen
BIOCOLL Reste zu beseitigen.

Die Zellen wurde in 10 ml RPMI-1640 Medium mit FCS-Zusatz resuspendiert, in
eine Zellkulturflasche Gberfihrt und unter den oben aufgefiihrten Bedingungen
im Brutschrank inkubiert.

2.1.5 Magnetic Cell Sorting (MACS): Isolation von m  enschlichen CD138 -
Plasmazellen.

Material

Material nach BIOCOLL-Dichtegradienten-Zentrifugierung
MidiMACS-Puffer: 485,5 ml PBS DULBECCOQO’s (Gibco)
+ 12,5 ml HAS (20%) (Sigma)
+ 2,0 ml EDTA (0,5M) anschlieRend steril filtrieren (Sigma)
CD138 MicroBeads (Miltenyi Biotec)
CD19 MicroBeads (Miltenyi Biotec)
MidiMACS Trennsaule ( Miltenyi Biotec)
Pipetten und Spitzen, Réhrchen (siehe oben)

Methode

Humane Plasma- und Myelomzellen exprimieren an ihrer Zelloberflache
CD138, auch bekannt als Syndecan-1, wahrend zirkulierende B-Zellen, T-Zellen
und Monozyten diese Struktur nicht besitzen (69,85,101).

CD138 wird ebenfalls an der basolateralen Oberflache von Endothel-,
embryonalen mesenchymalen, vaskularen glatten Muskel-, Endothel- und
neuronalen Zellen exprimiert (9,19). Mittels kolloidaler super-paramagnetischer
MicroBeads, die mit monoklonalem Maus-CD138-Antikdrper konjugiert sind,
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kann die Plasma-/Myelomzellfraktion von den restlichen Bestandteilen des
aufbereiteten Knochenmarks (Zustand nach Isolation der mononukledren Zellen
mittels BIOCOLL) abgetrennt werden. Diese magnetisch markierten CD138"
Zellen werden im magnetischen Feld des MidiMACS-Separators in der
Trennsaule festgehalten, wahrend die unmarkierten Zellen die Saule
ungehindert passieren. Nach Entfernen der Séaule aus dem magnetischen Feld
kénnen die CD138-positiven Zellen aus der Saule eluiert werden.

Durchfiihrung

Eingesetzt wurde eine Zellsuspension von mononukledren Zellen, die durch
MNC-Isolation (s. 0.) aus Knochenmark von Myelom-kranken Patienten
gewonnen worden war. Unbedingt zu beachten war die Kapazitat der Saule, die
auf eine maximale Zellzahl von 1*10® Zellen pro 500 pl beschrankt ist, da die
Saule sonst verstopft, was mit Zellverlusten einhergeht.

Von der mononukledren Zellphase wurden 1*10” Zellen in MidiMACS-Puffer
aufgenommen, im Verhaltnis 1:4 mit CD138 Microbeads versetzt und bei 4C
fur 20 Minuten inkubiert.

Dann folgte das Waschen der Zellen mit jeweils 10-20fachem Volumen, das
Zentrifugieren mit 1800 Umdrehungen fir 5 Minuten und das Resuspendieren
in MACS-Puffer. Hiermit war die Markierung abgeschlossen.

Nun fand die magnetische Aufreinigung statt. Dazu wurde die Saule im
Magnetfeld platziert, der sterile Filter aufgesetzt, mit 5 ml gekihltem Puffer
gewaschen und das Eluat verworfen. Als nachstes wurde die gefarbte
Zellsuspension durch den Filter auf die Saule gegeben, bis zur vollstandigen
Elution abgewartet und mehrmals mit Puffer nachgesplilt. Diese Zellsuspension
wurde erneut verworfen. Dann folgte die Entnahme der Saule und des Filters
aus dem Magnetfeld. Beides wurde auf ein 10 ml Réhrchen aufgesetzt, 5 ml
Puffer auf den Filter gegeben und mit den markierten Zellen mittels sterilen
Stempels kraftig durch die Saule gedruckt. In diesem Eluat befand sich nun die
gewulnschte Population. Nach der Aufnahme in RPMI-1860 Medium konnten
diese Zellen direkt fir einen Versuch verwendet werden.

2.1.6 Stimulation von Zellkulturen

Material

Zellen (s.0.)

BIBF1000 (Small Compound Receptortyrosinkinase Inhibitor)
Interleukin-6 (R&S Systems)

Dexamethason (Sigma)

All-Trans-Retinoic Acid (Sigma)

RPMI-1640 Medium (Biochrom AG)

Pipetus (Hirschmann Laborgerate)

Sterile Einwegpipetten (Falcon)

15 ml Réhrchen, 50 ml Réhrchen (Greiner)
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24-Loch Kulturplatte (Nunc)
Neubauer-Zahlkammer, Deckglaschen (Marienfeld)
Mikroskop Axiovert 25 (Zeiss)

Zentrifuge 4K15C (Sigma)

Durchfihrung

Fur einen Versuch mit einer der verschiedenen Myelomzelllinien wurde die
Zellsuspension aus der Kulturflasche jeweils in ein Reaktionsgefald tUberfuhrt
und bei 1800 U/min. fur finf Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach
Verwerfen des Mediumiberstandes erfolgte die Re-Suspension des
Zellhaufens, die Bestimmung der Zellzahl mittels Neubauer-Kammer (siehe
2.1.3) und die Einstellung der Zellzahl auf 2*10° Zellen pro ml. Jedes Loch
einer 24-Loch-Platte erhielt eine Fullung von einem ml Zellsuspension.
Prinzipiell wurden alle Experimente mit FCS-freiem Medium angesetzt.

Die zur Stimulation bzw. Inhibition genutzten Substanzen wurden in den im
Folgenden aufgefihrten finalen Konzentrationen eingesetzt:

IL-6: 10 ng/ml

Rezeptortyrosinkinaseinhibitor BIBF1000: 125, 250, 500 nM und 1 pM
Dexamethason: 10 uM

All-trans-Retinolséaure: 1 uM

2.2 Zellpréparation und Apoptose-Assay mit Annexin- V-FITC und
Propidiumiodid mittels Flow Cytometry.

Material

Zellen

PBS DULBECCO’S (Gibco)

Annexin  V-FITC (Fluoreszeinthiocyanat) Apoptosis Detection KIT |
(PharMingen)

FACS-Ro6hrchen (Falcon)

Cytometer Typ FACSCalibur (Becton Dickinson)

FACS Flow Spullésung (Becton Dickinson)

Pipetus (Hirschmann Laborgerate)

Sterile Einwegpipetten (Falcon)

Pipetten 1 ml, 100 pl, 10 pl (Eppendorf)

Methode
Annexin-V, ein 35-36 kDa schweres calciumabhangiges phospholipidbindendes
Protein, hat eine hohe Affinitdt zu Phosphatidylserin. Dieses Membranlipid

befindet sich bei vitalen Zellen vor allem auf der Innenseite der Zellmembran
und wird in der frithen Phase der Apoptose von der Innenseite auf die
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AuRRenseite der Membran transloziert. Damit ist Annexin-V eine sensitive Sonde
zur Messung der Phosphatidylserin-Exposition auf der Zellmembran und somit
der Apoptose. Zur Detektion durch das Cytometer wird es mit FITC, einem
fluoreszierenden Farbstoff, gekoppelt (71). Propidiumiodid (Pl) ist ein
fluoreszierender DNS-bindender Farbstoff, fur den die Zellmembran
nekrotischer Zellen permeabel ist, was bei Zellen in der Initialphase der
Apoptose und vitalen Zellen nicht der Fall ist (98).

Durch die Doppelfarbung mit Annexin-V-FITC und Pl kénnen apoptotische von
nekrotischen bzw. vitalen Zellpopulationen unterschieden werden. Vitale Zellen
sind sowohl Annexin-V als auch PI negativ, apoptotische Zellen sind Annexin-V
positiv und Pl negativ und nekrotische Zellen sind Annexin-V und PI positiv.

Durchfiihrung

Die Apoptose-Messung erfolgte nach dem von Vermes et al. (1998)
beschriebenen Protokoll (98).

Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit einer Zellzahl von
2*10° Zellen/ml in Annexin-V Binding Buffer (1:10) resuspendiert. Dann fand die
Farbung mit Annexin V-FITC im Verhaltnis 1:100 und Propidiumiodid im
Verhéltnis 1:200 (farbende Substanz: Zellsuspension) statt. Nach einer
Inkubationszeit von 10 Minuten bei Raumtemperatur und unterbundener
Lichtexposition wurden die Zellen einmal mit Puffer gewaschen und innerhalb
einer Stunde mit dem Flow Cytometer mit den folgenden Geréteeinstellungen
analysiert:

Detektors/Amps:

Parat Detektor  Voltage AmpGain Mode

P1 FSC EOO 1.00 Linear

P2 SSC 350 1.00 Linear

P3 FL1* 643 1.00 Logarithmisch
P4 FL2* 484 1.00 Logarithmisch
P5 FL3 705 1.00 Logarithmisch
P6 FL2-A 1.00 Linear

P7 FL2-W 1.00 Linear

*FL1: AnnexinV-FITC
*FL2: Propidiumiodid

Schwelle:

Erster Parameter: FSC
Spannung (Voltage): 52
Zweiter Parameter: keiner

Kompensation:
FL1-1.8% FL2
FL2 -52.5% FL1
FL2 —0.0 % FL3
FL3 - 0.0 % FL2
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2.3 Proliferations-Assay

Material

96-Loch-Kulturplatten (Nunc)

RPMI-1640 Kulturmedium (Biochrom AG)

Zellen der Linien KMS-11, OPM-2, RPMI-8226 und U-266
0,625 pCi *H-Thymidin (Amersham Pharmacia)
BIBF1000 in verschiedenen Konzentrationen

Microbeta 1450 Zahler (Wallac)

Durchfiihrung

Von Myelomzellen der Linien KMS-11, OPM-2, RPMI-8226 und U-266 wurden
auf 96-Loch-Platten 5*10* Zelle pro Loch ausgesat, und jeder Ansatz mit 0,625
UCi *H-Thymidin versetzt. Mit diesen derartig vorbehandelten Zellen fand je
eine Kulturreihe ohne und unter Einfluss aufsteigenden Konzentrationen des
RTKI BIBF1000 (5, 50, 125, 250, 500 1000 nM) Uber eine Versuchszeit von 72
Stunden statt. Nach abgeschlossener Inkubation wurden die Zellen geerntet,
die *H-Thymidin-Inkorporation pro Ansatz mit dem Microbeta-1450-Zahler als
Dreifachbestimmung aufgenommen und fur jede Zelllinie fir die Kontrollen
normalisiert.

2.4 Gentechnik

2.4.1 Ernten von Zellen fiir die RNA-Isolation

Material

Zellkulturplatte nach Inkubation

TRIzol Reagent (Invitrogen)

1 ml bzw. 1,5 ml Reaktionsgefal3e (Eppendorf)
Einfrierréhrchen, 1,5 ml bzw. 1,8 ml (Nunc)
Pipetten und sterile Pipettenspitzen (Eppendorf)

Durchfiihrung

Die Myelomzellen wurden auf der jeweiligen Kulturplatte resuspendiert, je Loch
in ein Reaktionsgefal? tberfuhrt, bei 1800 U/min. fur vier Minuten zentrifugiert
und der Mediumuberstand in Einfrierrdhrchen Uberfihrt. Dann folgten das
einmalige Waschen mit PBS sowie die Homogenisierung der Zellen in 300 bzw.
500 ul TRIZzOl.

Die Mediumuberstande wurden bei —20C, das TRIzol-Gem isch fur 10 Minuten
bei Raumtemperatur und dann bei —80C gelagert.
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2.4.2 RNA-Isolation

Material

Chloroform 99% (Sigma)

2-Propanol 99% (Merck)

Ethanol 99,8% (Roth)

Pellet Paint Co-Precipitant (Novagen)

3M NaOH (Novagen)

RNase-freies H,O

1,5 ml bzw. 1,8 ml Reaktionsgefalie (Eppendorf)
Pipetten und zugehdrigen Spitzen (Eppendorf)
Photometer (Eppendorf)

Klvette (Uvette 220-1600 nm) (Eppendorf)
Zentrifuge ( s.0.)

Durchfiihrung

Die totale RNA-Isolierung aus den Kulturzellen erfolgte mittels TRIzol-Methode
(Gibco) madifiziert nach Chomezynski und Sacchi (1987).

Fur die Phasenseparation wurden die vorher homogenisierten Proben fir 5
Minuten bei 15-30° C inkubiert, um die vollstindige D issoziation der
Nucleoproteinkomplexe zu ermoglichen. Es wurden 0,2 ml Chloroform pro ml
TRIzol-Reagenz hinzugefigt, die Proben gut durchmischt, dann fir 2-3 Minuten
bei 15-30C inkubiert und bei 12.000*g fur 15 Minuten bei 4T zentrifugiert.

Das Material trennte sich hierdurch in drei Phasen auf: Eine obere wassrige
Phase mit totaler RNA, eine weil3liche Interphase, die Proteine enthielt und eine
untere rotliche Phenol-Chloroform-Phase mit der genomischen DNA.

Die RNA verblieb ausschliel3lich in der wassrigen Phase. Diese wurde
abgenommen, mit 0,5 ml Isopropanol pro ml TRIzol zur Préazipitation versetzt
und bei 15-30C 10 Minuten bei 4T zentrifugiert. Z ur erleichterten Sichtbarkeit
des Zellpellets wurde Pellet Paint Co-Precipitant benutzt.

Es setzte sich ein RNA-Pellet ab. Nach einem Waschvorgang mit 75%igem
Ethanol, wobei 1 ml Ethanol pro ml TRIzol hinzugegeben wurde, finfminttigem
Zentrifugieren bei 7500*g bei 4T wurde das Pellet 5-10 Minuten luftgetrocknet
und in 20 pl RNAse freiem Wasser geldst.

Die Lagerung der Proben fand bei —80<C statt.

2.4.3 cDNA-Synthese
Material
RNA

Master Mix: 4 ul First strand buffer (5x) (Invitrogen)
+ 2 ul DTT (100 mM) (Invitrogen)
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+ 1 ul dNTP Mix (80mM) (Amersham Pharmacia)
+ 1 pl Random hexamers (100pM) (Amersham Pharmacia)
+ 2 ul BSA dil. (Img/ml) (Amersham Pharmacia)
+ 1 pl RNA guard (40 U/ul) (Amersham Pharmacia)
+ 1 pl M-MLV (200 U/ul) (Invitrogen)

PBS Dulbecco’s (Gibco)

Photometer, Pipetten (Eppendorf)

Kuvetten (Uvette 220-1600 nm) (Eppendorf)

Wasserbad (Memmert)

Blockthermostat BT200 (Kleinfeld Labortechnik)

DEPC A. d.

Durchfiihrung

Die zu verwendenden RNA-Proben wurden langsam auf Eis aufgetaut und der
Inhalt jeder Probe mittels Photometer quantifiziert, indem jeweils 1 pl der
gelésten RNA in einem Verhaltnis von 1:60 in einer Kivette mit PBS verdinnt
und gegen einen Leerwert mit PBS gemessen wurde. Die Herstellung des
Master Mixes fand unmittelbar vor Synthesebeginn statt. Zu diesem wurden 2
Mg RNA-Extrakt hinzugefugt und auf ein Gesamtvolumen von 20 pl mit DEPC-
Wasser aufgeflllt. Eine Ausnahme stellten die Proben fir die U2-OS-
Standardkurve der TagMan-PCR dar. Die cDNA-Synthese hierfur erfolgte nur
mit 1 ug RNA-Extrakt.

Es fand eine Inkubation der Gemische fir 60 Minuten in einem 37T warmen
Wasserbad statt. Danach musste die Reverse-Transkriptase bei 95T funf
Minuten lang inaktiviert werden. Die Proben wurden auf Eis gelagert und bei -
20T verwahrt.

2.4.4 RT-PCR

Material

100 pl, 500 pl, 1 ml Reaktionsgefalie (Eppendorf)
Pipetten 1 ml, 200 pl, 100 pl, 20 pul, 10 pl (Eppendorf)
PCR Cycler (Biometra Tgradient)

Master Mix: 5 ul Gene Amp 10x PCR Buffer (Applied Biosystems)
+ 4 ul MgCl, (Applied Biosystems)
+ 5 pl DNTPs (10 mM) (Amersham Pharmacia)
+ 2 ul Primerl (25pmol/ul) (TibMolBiol)
+ 2 pl Primer2 (25pmol/pl) (TibMolBiol)
+ 0,25 pl Gold Taq (Applied Biosystems)
+ 29,75 pl A. bidestillata
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Qualitative PCR:

cDNA nativer Proben der Zelllinien U-266, RPMI1860, OPM-2, KMS-11 und

KMS-18

Primer:

BMP-2 (forward) 5°- TCA TAA AAC CTg CAA CAg CCA ACT Cg

BMP-2 (reverse) 5°-gCT gTA CTA gCg ACA CCC AC (TibMolBiol)
BMP-4 (forward) 5°- TgA TAC CTg AgA Cgg ggA Ag (TibMolBiol)
BMP-4 (reverse) 5- CCA gAC TgA AgC Cgg TAA Ag

GAPDH (forward) 5°- gAA ggT gAA ggT Cgg AgT C

GAPDH (reverse) 5- gAA gAT ggT gAT ggg ATT TC (TibMolBiol)

Test der TagMan-PCR-Primer:
BMP-Primer: BMP-2 (forward)
BMP-2 (reverse)
BMP-4 (forward)
BMP-4 (reverse)
GAPDH-Primer: GAPDH (forward)
GAPDH (reverse)
Bcl-x_-Primer: BCL-x, (forward)
BCL-x,_ (reverse)

5-gAC Tgg ATT gTggCT CCC C
5°- TCA gCC AgA ggA AAA ggg C
5-ggC CTT CTACTgCCA Tgg g
5-9gCATgg TTg gTT gAg TTg Agg
(TibMolBiol, Primer Express)

5°- gAA ggT gAA ggT Cgg AgT C
5°- gAA gAT ggT gAT ggg ATT TC
(TibMolBiol, Primer Express)

5°- CgC ACA gCA gCAgTT Tgg
5-TCCCTCAgCgCT TgC TTT AC

(TibMolBiol, Primer Express)
Methode

Dieses auf Mullis et al. zurickgehende Verfahren beruht auf der Amplifikation
der nach reverser Transkription nachzuweisenden cDNA (64). Dazu wird die
cDNA in sukzessiven Zyklen zur Doppelstrangtrennung bei ca. 95T
denaturiert. Nach der Primer-Bindung kommt es bei 50-75C zur Hybridisierung
zweier komplementéarer Oligodesoxyribonukleotide an auseinanderliegenden
Regionen des Doppelstranges, der dabei exponentiell amplifiziert wird.

Als Enzym wird hierbei die thermostabile Tag-DNA-Polymerase verwendet, die
die notwendigen hohen Temperaturen vertragt.

Durchfiihrung
Die bendtigten cDNA Proben wurden auf Eis langsam aufgetaut, der Master Mix

vor der PCR frisch angesetzt und 2ul cDNA auf ein Gesamtvolumen von 50l
Master Mix gegeben.
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Die Amplifikation fand nach folgendem Protokoll statt:

94<C 5,0 min. Denaturierung

36 Zyklen

94<C 45 sec. Denaturierung

54C 60 sec. Primer-Bindung

72T 1,5 min. Synthese/Elongation
72T 7,0 min. Synthesebeendigung
4C Ende

Die Proben wurden nach abgelaufener PCR bis zur Auftrennung mittels
Acrylamidgelelektrophorese bei +4<C aufbewabhrt.

2.4.5 Acrylamidgelelektrophorese

Material
Qualitative PCR:

RT-PCR-Amplifikate nativer Proben von U-266, RPMI-8226, OPM-2, KMS-11
und KMS-18.

Test der TagMan-PCR-Primer:

Hierzu wurden cDNA-Proben von nativen U2-OS-Zellen eingesetzt, da diese
hinreichend BMP-2-Transkript exprimieren.

GeneRuler™ 100bp DNA Ladder : 2,0 ul GeneRulerTM 100bp DNA
(Fermentas) DNA
0.5 pl 6 x Farbereagenz
0,5 pl destilliertes H,O
Probenpuffer 6 x Ficoll-Dye: 0.15 % Bromphenolblau (Sigma)
0.15 % Xylen-Cyanol (Sigma)
15 % Ficoll Typ 400 (Sigma)
Acrylamid 30% (BIO-RAD)
10xTBE, pH 8,0: 108 g/l Tris (Sigma)
55 g/l Borat (Sigma)
9,3 g/l EDTA (Sigma)
Klebgel: 2 ml 30 % Acrylamid-Stammldsung (Bio-Rad)
(11,9%ig) 3 ml ddH,O
5 ul TEMED (Sigma)
50 pl 10 % Ammoniumpersulfat (Sigma)
Trenngel: 6,6 ml 30 % Acrylamid-Stammlésung (Bio-Rad)
(7,9%iQ) 15,7 ml ddH20
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2,5ml 10 x TBE (s. 0.)

12 pl TEMED (Sigma)

175 pl 10 % APS (Sigma)
Gelapparatur, Spacer, Klammern, Kamm (Bio-Rad)
Ethidiumbromidlésung 1 % (Roth)

Durchfiihrung

Die Auftrennung der PCR-Produkte erfolgte tber Polyacrylamid-Gele mit einer
Dicke von 0,8 mm. Zunachst wurden die Gelplatten mit destilliertem Wasser
und dann mit Ethanol behandelt. Um die Spacer wurde das Klebgel zum
Abdichten gegeben und bis zur vollstandigen Polymerisation abgewartet. Das
Trenngel wurde luftblasenfrei zwischen die Platten gegossen, der Probenkamm
eingesetzt und abgewartet, bis auch hier die endgltige Polymerisation erfolgte.
Vor dem Einspannen in die Gelkammer wurden die Spacer entfernt, dann das
PCR-Produkt mit Probenpuffer im Verhéltnis 1:6 versetzt und ebenso wie die
100 bp DNA-Leiter und ein nukleinsaurefreier Leerwert aufgetragen. Die
Auftrennung fand bei 250 V fir ca. eine Stunde statt. Das Gel wurde funf
Minuten in Ethidiumbromid gefarbt und dann mit dem Programm GelDoc
fotografiert.

2.4.6 TagMan ™ PCR Assay

Material

cDNA der zu untersuchenden Proben
Pipetten: 10 pl, 20 pl, 100ul, 200 pl, 1000 pl und entsprechende Spitzen
(Eppendorf)
ReaktionsgefalRe 1 ml, 0,5 ml und 0,1 pl (Eppendorf)
ABI Prism 7700 Sequence Detector (Applied Biosystems)
MicroAmp Optical 96-well Reaction Plate (Applied Biosystems)
MicroAmp Caps (8 Caps/Strip) (Applied Biosystems)
TagMan Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems)
Dest. Wasser
Primer:
BMP-Primer. BMP-2 (forward) 5°-gAC Tgg ATT gTggCT CCCC
BMP-2 (reverse) 5- TCA gCC AgA ggA AAA ggg C
BMP-4 (forward) 5-ggC CTT CTACTgCCATggg
BMP-4 (reverse) 5-gCA Tgg TTg gTT gAg TTg Agg
(TibMolBiol)
GAPDH-Primer: GAPDH (forward) 5°- gAA ggT gAA ggT Cgg AgT C
GAPDH (reverse) 5- gAA gAT ggT gAT ggg ATT TC
(TibMolBiol)
Bcl-x -Primer: BCL-x_ (forward) 5°- CgC ACA gCA gCAgTT Tgg
BCL-x_ (reverse) 5-TCC CTC AgCgCT TgC TTT AC
(TibMolBiol)
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Sonden :
BMP-Sonde: BMP-2 5-TCACGCCTTTTACTG CCA
CGGAGAA-3
BMP-4 5-ACT GCC CCTTTC CAC TGG
CTG ACC - 3" (TibMolBiol)
GAPDH-Sonde: GAPDH 5-CAAgCT TCC CgT TCT
CAg CC - 3" (TibMolBiol)
BCL-x_-Sonde: BCL-x, 5- TGC CCG GGA GGT GAT

CCC C - 3" (TibMolBiol)

Die BMP-2-, BMP-4- und Bcl-x -Primer sind folgendermal3en modifiziert:

5" 6-FAM* (Reporter); 3 TAMRA* (Quencher).

Die GAPDH-Sonde tragt am 5° Ende VIC* (Reporter), und am 3’'Ende TAMRA*
(Quencher).

*6-FAM: 6-Carboxy-Fluorescein

*TAMRA: 6-Carboxy-tetramethylrhodamin

*VIC: 2,7-Dimethoxy-4,5-dichloro-6-carboxyfluorescein
Methode

Die Technik des sogenannten TagMan™ PCR Assay wurde von Lee et al. 1993
entwickelt und basiert auf dem erstmalig von Holland et al. 1991 beschriebenen
5" Nuklease PCR Assay, der die 5"Exonukleaseaktivitat der Tag Polymerase
zur Detektion der Sequenz-spezifischen Amplifikation ausnutzt (42,55). Hierbei
ist allerdings nach der durchgefihrten PCR eine aufwendige Technik zur
Detektion des Sondenabbaus notig, z.B. mit Hilfe der
Dunnschichtchromatographie.

Im Gegensatz zu den **P-markierten Sonden bei dem 5 Nuklease PCR Assay,
werden bei der TagMan™ PCR spezielle fluorogene Sonden eingesetzt, die aus
einem Oligonukleotid bestehen, das am 5Ende mit einem fluoreszierenden
Reporter-Farbstoff (Fluoreszein-Derivat) und am 3"Ende mit einem Quencher-
Farbstoff (Rhodamin-Derivat) und einem blockierenden Phosphatrest markiert
sind. Dieses Protokoll macht sich ebenfalls die 5°-3"-Exonukleaseaktivitat der
AmpliTaq DNA Polymerase zu Nutze.

Der Reporter-Farbstoff der intakten Sonde wird bei einer Wellenlange von
488nm zur Fluoreszenz angeregt, die aber durch die raumliche Nahe zum
Quencher durch einen Fluoreszenz-Energietransfer (FET) unterdruckt wird.
Wahrend der PCR bildet sich zuerst ein Hybrid aus Sonde und Primer mit dem
Matrizen-Strang. In der Extensionsphase trifft die Tagq Polymerase auf die
Sonde, wodurch ihre 5°3"-Exonukleaseaktivitdt aktiviert und die Sonde
hydrolysiert wird. Nicht-hybridisierte Sonde kann hingegen nicht geschnitten
werden (60).

Durch die Hydrolyse kommt es zur Unterbrechung der rdumlichen N&he
zwischen Reporter und Quencher, und damit unterbleibt auch der FET. Somit
steigt die Fluoreszenz der Probe durch die Amplifikation des PCR-Produktes
mit jedem PCR-Zyklus. Das Signal ist strikt Sequenz-spezifisch und wird mit
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Hilfe des ABI PRISM 7700 Sequence Detectors im geschlossenen
Reaktionsgefal in jedem Zyklus erfasst.

Etablierung

Um Erkenntnisse dariber zu gewinnen, ob die Zelllinien U-266, RPMI-8226,
OPM-2, KMS-18 und KMS-11 uberhaupt in detektierbarem Umfang BMP-2-
Transkript bildeten, fand zunachst eine umfassende Untersuchung mittels
gualitativer PCR und anschlieBender Acrylamidgelelektrophorese statt, bei der
native Proben der genannten Zelllinien analysiert wurden. Fir die Untersuchung
der Bcl-x_-Transkripte erfolgten keine der quantitativen PCR vorausgehenden
Analysen mittels qualitativer PCR und Acrylamidgelelektrophorese.

Die bei der TagMan-PCR eingesetzten Primer wurden alle vor ihrer
Verwendung fur diese mittels qualitativer PCR getestet.

Die Verdunnungsreihen der Standards und die Probenverdinnungen fir die
Untersuchungen der Kulturen mit Zelllinien und mit Patientenzellen auf GAPDH,
18S, BMP-2, BMP-4 und Bcl-x. wurden vor Beginn der eigentlichen Analysen
empirisch ermittelt (siehe unten). Hier wurden nur die erprobten optimalen
Verdinnungen flur die unterschiedlichen Messungen angegeben.

Zuerst wurde versucht, fir die Standardreihen cDNA der jeweils zu
analysierenden Zelllinien ein zu setzten. Das gemessene Signal war aber bei
der Verwendung der cDNA der Linie U-266 fur die Standardreihe zu schwach,
so dass im weiteren fir alle Messungen cDNA der Osteosarkomlinie U2-OS
verwendet wurde, bei der sich, wie vorher vermutet, ein starkes Signal zeigte.
Auch fur Analysen des GAPDH-, BMP-4- und Bcl-x -Amplifikates erwies sich
das Extrakt dieser Zelllinie fur die Messung der Standards als geeignet.

Durchfiihrung

Mastermix: MasterMix 11,5 ul
Forward Primer 0,5 pl (10 pm)
Reverse Primer 0,5 ul (10 um)
Sonde 1,0 pl (10 pM)
A.d. 6,75

20,25l + 2,5 ul cDNA

Versuche mit Zelllinien:

Standardverdunnungsreihe: 1:10, 1: 40, 1:160, 1:640, 1:2560, 1:10240 (U2-
0S)

Probenverdinnung GAPDH: 1:40

Probenverdinnung BMP-2, BMP-4 und Bcl-x.: 1:4

Versuche mit Patientenmaterial:

Standardverdiinnungsreihe: 1:10, 1: 40, 1:160, 1.640, 1:2560, 1:10240 (U2-
0S)

Probenverdinnung GAPDH: 1:10 bzw. 1:4

Probenverdinnung BMP-2, BMP-4 und Bcl-x.: unverdinnt
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Aus cDNA der Osteosarkom-Zelllinie U2-OS wurde die jeweils beschriebene
Verdunnungsstandardreihe hergestellt und die Proben verdiinnt (s.o.; beides
mit Aqua dest.). Sowohl zu BMP-2 als auch zu BMP-4 und zu Bcl-x,_ fand eine
Bestimmung des entsprechenden Vergleichsgens statt. Jede Messung wurde
als Doppelbestimmung durchgefihrt.

Zuerst wurden pro Loch 2,5 ul der jeweiligen cDNA fur die Standardreihe und
die Proben des Vergleichs- und interessierenden Gens auf die spezielle
TagMan-Mikrotiterplatte gegeben.

Hinzugefigt wurden jeweils 20 pl des zuvor angesetzten Master Mixes (s.0.),
die Platte mit den dafur vorgesehenen Deckeln verschlossen, bei 1000
Umdrehungen pro Minute fir eine Minute zentrifugiert und in den
programmierten Detektor gestellt.

Die Amplifikation erfolgte nach diesem Protokoll:

Temperatur Zeit Anzahl der Wiederholungen
1. Schritt: 50C 2 min. 0
2. Schritt: 95T 10 min. 0
3. Schritt: 95¢C 15 sec. 40

60T 1 min.

Auswertung

Die Messungsaufnahme und -auswertung erfolgte mit der ABI PRISM™
Sequence Detection Software (Vers. 1.6).

Das Gerat detektierte als Signal so genannte R,-Werte (normalisierter
Reporterfarbstoff), die die Veranderungen in der Fluoreszenz-Emission des
Reporter-Farbstoffes aufgrund der Hydrolyse der sequenz-spezifischen Sonde
reprasentierten. Stérende Fluktuationen der Fluoreszenz wurden mit Hilfe eines
dem Reaktionspuffer zugesetzten passiven Referenzfarbstoffes ausgeglichen.

R,= Emissions-Intensitat des Reporterfarbstoffes
Emissions-Intensitédt des Referenzfarbstoffes

Im Weiteren arbeitete das Programm mit den AR,-Werten. Hier wurden die
innerhalb der ersten paar PCR-Zyklen erstellten Hintergrundsignale vom
jeweiligen R,-Wert subtrahiert, um weitere Schwankungen auszugleichen.

Aus den ARp-Werten der fiur jede TagMan-Platte und jedes Messobjekt (z. B.
GAPDH) neu erstellten Verdinnungsreihen (sechs Proben die im Verhéltnis 1:4
verdinnt wurden) und diesen willkirlich im Rahmen der Verdinnungsstufen
zugeordneten Startkopienzahlen, erstellte das Programm einen so genannten
~Amplification Plot* (Abb. 5).

Fur die Standards war nur eine exakte Angabe der Verdinnungsstufen, nicht
aber die absolute Startkopienzahl notwendig, da es sich bei diesem
Auswertungsverfahren um eine relative Quantifizierung handelte. In den
Amplification Plots musste die Schwelle fur die Berechnung der Ct-Werte
festgelegt werden. Ein Cr-Wert (Threshold Cycle) ist die Zykluszahl, bei der
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zum ersten Mal ein Anstieg der Reporter-Fluoreszenz Uber die festgelegte
Schwelle erfasst wird. Die Cr-Werte, die in dem Amplifikation Plot abgelesen
werden konnten, wurden vom Programm fur die Erstellung der Standardkurve
verwendet.

Uber diese Interpolation konnte im Weiteren nun den zu untersuchenden
Proben die jeweilige relative Startkopienzahl (dimensionslos) zugeordnet
werden.

Sowohl die Standardverdinnungsreihen, als auch die Proben und die
Leerwertkontrollen wurden fir jedes zu messende Objekt (GAPDH, BMP-2,
BMP-4, Bcl-x,) eigens erstellt und ausgewertet. Alle Messungen wurden als
Doppelbestimmungen aufgenommen.

< BMP-2-Standard, hohe Verdiinnung >
WP-z-Standard, niedrige Ver@
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Abbildung 5. Exemplarischer Amplification Plot.

Aufgetragen sind die ARn-Werte auf der Ordinate gegen die Anzahl der PCR-Zyklen auf der
Abszisse zweier BMP-2-Standards der Osteosarkomzelllinie U2-OS in unterschiedlicher
Verdunnung.

Aus den Doppelbestimmungen wurden die Mittelwerte berechnet. Zu jedem der
interessierenden Amplifikate (BMP-2, BMP-4, Bcl-x.) wurde ein Vergleichsgen
mitbestimmt, in der Modellvorstellung, dass dieses in einer Zelle in einer immer
konstant bleibenden Menge transkribiert wird, unabhangig davon, ob sich die
Zelle in der Wachstumsphase oder in Apoptose befindet. Hierdurch sollten
statistische Schwankungen in der Zellzahleinstellung und Einstellung der
Menge der RNA fir die cDNA-Synthese ausgeglichen werden, so dass die
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Mengen an interessierendem Transkript einzelner Stimulationen unmittelbar
vergleichbar wurden.

Fur Versuche, die mindestens dreimal unabhangig voneinander stattfanden,
erfolgte eine Auswertung mit dem Programm SPSS 11.05. Mit diesen Daten
wurde der Wilcoxon-Test fur paarig verbundene Stichproben durchgefihrt,
wobei als asymptotische zweiseitige Signifikanz P=0,05 festgelegt wurde (fur
weitere Informationen siehe Abschnitt Ergebnisse).

2.5 Immunchemie

Fur die Bestimmung von pMAPK wurden die Myelomzellen der Linien KMS-11,
OPM-2 und RPMI-8226 vor Beginn des Versuches fir 4 Stunden in RPMI-1860-
Medium ohne FCS-Zusatz inkubiert, dann fur finf Minuten mit bzw. ohne IL-6
(20 ng/ml) und/oder BIBF1000 (39 nM bis 20 puM) bebrutet. Danach erfolgten
das Ernten der Zellen, das dreimalige Waschen mit PBS und die Lyse in RIPA-
Puffer (siehe unten).

2.5.1 Proteinextraktion

Material

RIPA-Puffer: 150 mM NaCl (Merck)
1,0 % Nonidet P-40 (Sigma)
0,5 % Deoxycholat (Sigma)
0,1 % SDS (Serva)
50 mM Tris Base (Roth)
pH 8,0 einstellen

frisch dazu:

1 Tbl. Complete Inhibitor Roche 1873580 in zwei ml ddH,O
25 nM NaF (Sigma)

2,5 nM NazVO, (Sigma)

6-Loch-Platte (Nunc)

Behaltnis mit Eis

Zentrifuge 4K15C (Sigma)

1 ml Reaktionsgefald (Eppendorf)

Durchfiihrung

Die einzelnen Versuchsansatze wurden jeweils von der 6-Loch-Platte in
Reaktionsgefalle uberfuhrt, die Zellen gezahlt und fur vier Minuten bei 1800
U/Min. zentrifugiert. Es folgte das Aufnehmen von 1*10° Zellen in einem ml
RIPA-Extraktionspuffer. Die Suspensionen wurden wahrend einer Zeitspanne
von 30 Minuten auf Eis aufbewahrt, mehrmals geschuttelt, anschlieRend fur 15
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Minuten bei 15.000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, der
Proteinuberstand aliquotiert, die Zellreste verworfen und die Aliquots bei —-80 T
gelagert.

2.5.2 Bestimmung des Proteingehaltes der Extrakte m ittels pH-
modifiziertem Bradford Assay nach Stoschek.

Material

Coomassie Brilliant Blue G Reagenz: 10 mg Serva Blue G (Serva)
10 ml Phosphorséaure 85 % (Merck)
5 ml Ethanol 95 % (Roth)
ad 100 ml Aqua dest. (Millipore-Anlage)
10 M NaOH (Merck)
0,1 % BSA (Sigma)
Reaktionsgefalie (Eppendorf)
Klvette (Uvette 220-1600 nm) (Eppendorf)
Photometer (Eppendorf)

Methode

Die Quantifizierung des Proteingehaltes der Proben erfolgt mittels
kolorimetrischem pH-modifizierten Bradford-Assay nach Stoschek (92).

Diese Methode geht auf die Feststellung von Bradford zuriick, dass sich das
Absorptionsmaximum des Coomassie Brilliant Blue G Reagenzes bei Bindung
an Protein von 465 nm zu 595 nm verschiebt (12). Ein Problem dieser Methode
ist die Variabilitat der Messergebnisse bei der Analyse unterschiedlicher
Proteine. Proben verschiedener Proteine, die die gleiche Konzentration
aufweisen, fuhren zu abweichenden Resultaten. Die Variabilitat lasst sich durch
die Zugabe von NaOH zu den Ansétzen (Stoschek, 1990) reduzieren und die
Sensitivitat des Proteinnachweises erhghen.

Durchfiihrung

Zuerst wurde eine Standardkurve ermittelt. In sechs Reaktionsgefale wurden 1
ml Coomassie Brilliant Blue G und 7 pl 10 M NaOH vorgelegt. Zu den
verschiedenen Ansétzen wurden jeweils 1, 2, 4, 8, 16, 25 pl BSA 0,1 % hin zu
gegeben. Nach vorsichtigem Durchmischen und einer Inkubationsdauer von 15
Minuten bei Raum-Temperatur erfolgte die Extinktionsmessung bei 595 nm. Es
wurde mit Microsoft Excel eine Standardkurve in halblogarithmischer Form
erstellt, indem durch die Messwerte eine Regressionsgerade gelegt wurde.

Fur die Proteinbestimmung im Extrakt wurde zunachst ein Leerwert zur
Aquilibrierung des Photometers bestimmt, indem eine Messung der Extinktion
von 1 ml Coomassie Brilliant Blue G und 7 pl 10 M NaOH stattfand.

Danach folgte die Extinktionsmessung der Proben bei 595 nm. In die der
Probenanzahl entsprechenden Menge an Reaktionsgefafen wurden ein ml
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Coomassie Brilliant Blue G und 7 pl 10 M NaOH vorgelegt und jeweils 2 ul der
einzelnen  Proteinextraktionsgemische zugegeben. Nach vorsichtigem
Durchmischen und einer Inkubationsdauer von 15 Minuten bei Raumtemperatur
erfolgte die Messung bei 595 nm. Die der Extinktion entsprechenden
Proteinkonzentrationen konnten anhand der Standardkurve ermittelt werden.

2.5.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese zur Protei  nauftrennung

Material

Proteinextrakt

Prestained SDS-Page Standard (Bio-Rad)

Lower Tris (1,5 M) 18,17 g Tris-HCL (Sigma)
(=Tris-hydroxymethyl-aminomethan)-HCL
pH 8,8 einstellen
ad 100 ml Aqua dest.

Upper Tris (0,5 M) 6,06 g Tris-HCL (Sigma)
pH 6,8 einstellen
ad 100 ml Aqua dest.

30 % Acrylamide/Bis Solution (Bio-Rad)

Proteingellaufpuffer (10x) 72 g Glycin (Roth)

15 g Tris-HCL (Sigma)
5 g SDS (Dodecylsulfat Na-Salz) (Serva)
pH 8,6 einstellen
ad 500 ml Aqua dest.
Proteinprobenpuffer (2x) 0,125 M Tris-HCL (Sigma)
(Nach Laemmli) 4 % SDS (Serva)
20 % Glycerol (Merck)
0,004 % Bromphenolblau (Sigma)
10 % 3-Mercaptoethanol (Sigma)
pH 6,8 einstellen
ad 10 ml Aqua dest.

APS 10 % (Ammoniumpersulfat) (Sigma)

TEMED (N, N, N°, N"-Tetramethylethylendiamin, 99 %) (Sigma)

n-Butanol (Sigma)

Aqua dest.

Eis

Zentrifuge 4K15C (Sigma)

0,5 ml Reaktionsgefalie (Eppendorf)

Gelapparatur, Zehn-Loch-Kamm 0,75 mm (Bio-Rad)

Power Supply

Blockthermostat BT200 (Kleinfeld Labortechnik)
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Methode

Polyacrylamidgele entstehen durch Polymerisation von Acrylamid und
Vernetzung der linearen Polymere durch N, N'- Methylenbisacrylamid. Der
Vernetzungsgrad variiert, und damit kann die Maschenweite der Gele der
Grol3e der zu trennenden Proteine bzw. Nukleinsduren angepasst werden.

Die Polymerisation von Acrylamid und Bisacrylamid wird durch
Ammoniumpersulfat, das leicht Radikale bildet, initiiert. Als Katalysator dient
dabei N, N, N, N'- Tetramethylethylendiamin. Sauerstoff inhibiert diesen
Prozess.

Die Acrylamidkonzentration im Polymerisationsansatz bestimmt die Lange der
Polyacrylamidketten, die Bisacrylkonzentration den Vernetzungsgrad, beide
zusammen die Porengrol3e, Elastizitat und Dichte. Mit linearem Gradienten von
5-12% Gesamtkonzentration an Acrylamid und Bisacrylamid (40:1) konnen
Proteine mit einem Molekulargewicht zwischen 20-150 kDa getrennt werden.
Methode der Wahl fir die Analyse von Proteinen ist die von Ornstein und Davis
entwickelte diskontinuierliche Zonenelektrophorese in ihrer Variante als SDS-
PAGE (Laemmli, 1970).

Das grof3porige Sammelgel und engporige Trenngel unterscheiden sich hierbei
in ihrer Zusammensetzung. Letzteres hat eine geringere PorengrofRe, eine
hohere Salzkonzentration und einen hoheren pH. Im Proteingellaufpuffer
befinden sich Glycin- und im Sammel- und Trenngel Chloridionen. Beim
Anlegen einer Spannung wandern die Chloridionen schnell zur Anode, wahrend
Glycin nur langsam in das Sammelgel eindringt und sich dort nur langsam
bewegt, weil es bei pH 6,8 Uberwiegend als Zwitterion vorliegt. Zwischen
Glycin- und Chloridionen entsteht eine an lonen verarmte Zone. Im Sammelgel
ubernehmen die Proteine in der Zwischenzone den Ladungstransport, wobei sie
sich direkt hintereinander gemaR ihrer elektrophoretischen Mobilitdt anordnen.
Es resultiert ein Konzentrierungseffekt. Im Trenngel Gberholen die Glycinionen,
die bei pH 8,8 negativ geladen sind, die Proteine. Diese werden im Trenngel
gemal ihrer unterschiedlichen elektrophoretischen Beweglichkeit vereinzelt.

Durchfihrung
Die Praparation der 8*10 cm grol3en Polyacrylamidgele erfolgte nach

grandlicher Reinigung und Zusammenbau des Gelelektrophoresezubehors.
Das Stopf- und Trenngel wurden 8 %ig und das Sammelgel 5 %ig gegossen.

Rezeptur:
Stopfgel Trenngel Sammelgel

Lower Tris 1,5 M, pH 8,8 25 % 25 % 0%

Upper Tris 0,5 M, pH 6,8 0% 0% 25 %
Acrylamidlésung (100 %) 8 % 8 % 5%

SDS 10 % 1% 1% 1%

APS 10 % (-80C) 2% 1% 1%
TEMED (4C) 0,3 % 0,1 % 0,1%

Ad Aqua dest.
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Zuerst wurde in den unteren freien Zwischenraum der zwei Glasplatten mit
integriertem seitlichem Abstandhalter vorsichtig frisch angesetztes fllissiges
Stopfgel pipettiert und abgewartet, bis dies vollstandig polymerisiert war. Dann
erfolgte die Uberschichtung mit Trenngel und, um einen glatten Gelabschluss
zu erreichen, mit ca. 200 ul Isobutanol. Nach Ausharten des Trenngels wurde
das Isobutanol durch wiederholtes grindliches Spulen mit destilliertem Wasser
eliminiert.

In den verbleibenden 1,5 cm grof3en Freiraum oberhalb des Trenngels wurde
das Sammelgel eingebracht und der Plastikkamm eingesetzt.

Es erfolgte die Verdinnung der Proteinextrakte (30 pg pro Spur) 1:1 oder 1:5
mit SDS-Probenpuffer nach Laemmli. Alle Proben wurden vor Auftragen auf das
Gel fur 10 Minuten bei 95T denaturiert und kurz ze ntrifugiert.

Das ausgehartete Gel wurde in die Elektrophoresekammer eingesetzt, diese mit
Proteingellaufpuffer (Ansatz 1:10 verdunnt) gefullt und der Kamm entfernt. Pro
Spur konnte ein maximales Volumen von 20 pl aufgetragen werden, so dass
das Extraktvolumen auf 10 pl beschréankt blieb. Es wurden 5 pl SDS-Marker auf
die AuRenspuren gegeben.

Die Proteingelelektrophorese erfolgte bei 20 mA fir etwa eine Stunde.

Nach der Auftrennung wurden die Glasplatten aus der Apparatur gelost, das
Gel freigelegt, Lauffront und das Sammelgel mit einem Skalpell entfernt und die
Banden des SDS-Markers mal3stabgetreu auf ein Papier Ubertragen. Hieran
konnte die Qualitat der Proteinauftrennung beurteilt werden.

Bis zum semitrockenen Proteintransfer wurde das Gel in Kathodenpuffer
aufbewabhrt.

2.5.4 Semitrockener Proteintransfer (Elektroblot-Ve  rfahren)

Material

SDS-Polyacrylamidgel mit elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen
Kathodenpuffer: 0,1 M Arginin (Merck)
0,01 % SDS (Serva)
ad 500 ml Aqua dest.
Anodenpuffer-1: 0,3 M Tris-HCL (Sigma)
20 % Methanol (Merck)
ad 500 ml Aqua dest.
Anodenpuffer-2: 0,025 M Tris-HCL (Sigma)
20 % Methanol (Merck)
ad 500 ml Aqua dest.
Whatman Filterpapier
PVDF-Membran (Immobilon-P, 0,45 um PS) (Millipore)
100 % Methanol (Merck)
Plastikschalen 10x15 cm
Elektrobloteinheit TRANS-BLOT SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad)
Power Supply
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Methode

Die Technik des semitrockenen Proteintransfers wurde erstmals von H. Towbin
et al. 1979 und W. Burnette 1981 beschrieben. Der Transfer erfolgt von einem
SDS-Polyacrylamidgel auf eine Polyvinyldifluorid- (PVDF) Membran. Der Vorteil
dieses Transfers liegt in der einfacheren, besser zuganglichen und sensitiveren
Analysemoglichkeit von  membrangebundenen  Proteinen. Fir  die
Transferprozedur werden das SDS-Gel und die Membran horizontal zwischen
Puffer-getrankten Papieren platziert (Sandwich-Aufbau), an die ein elektrisches
Feld angelegt wird. Zu beachten ist, dass die Transfergeschwindigkeit von der
ProteingroRe und von der Stromstarke abhangt. Gemal der negativen Ladung
der Proteine im SDS-Gel wandern sie im elektrischen Feld in Richtung Anode.
Sie  werden aufgrund  hydrophober  Wechselwirkungen an  die
Membranoberflache gebunden. Dieser Effekt wird durch vorherige
Methanolaktivierung der Membran verstarkt.

Durchfiihrung

Nach der Elektrophorese wurde das Gel fur 15 Minuten in Kathodenpuffer
aquilibriert, die PVDF-Membran auf die exakte Grof3e des Proteingels
zugeschnitten, fur 5 Sekunden zur Aktivierung der Membranoberflache im
Methanolbad gelagert, zwei Minuten in Aqua dest. geschwenkt und
anschlieRend fur kurze Zeit zur pH-Angleichung in Anodenpuffer 2 gegeben. Es
folgte der Elektroblot-Sandwichaufbau. Auf die sich bei dieser Apparatur unten
befindende Anode wurden zwei Lagen Anodenpufferl-getranktes und vier
Lagen Anodenpuffer2-getranktes Whatman-Papier aufgebracht, die etwas
groRer als das Gel und die Membran waren. Darauf wurden vorsichtig erst die
Membran und dann das Gel platziert. Dabei war auf absolute Luftblasenfreiheit
zwischen den einzelnen Schichten zu achten, um Transfereinbuf3en zu
vermeiden. Der Sandwich-Aufbau wurde durch sechs Lagen Kathodenpuffer-
getranktes Whatman-Papier vervollstandigt. Der Transfer erfolgte Uber 2
Stunden bei 0,8 mA/cm?.

2.5.5 Immunoblotanalyse

Material

PVDF Membran mit transferierten Proteinen

Plastikschalen

Western Blot Luminol Reagent (Santa Cruz)

BioMax Light Film (Kodak)

TTBS-Blockierungspuffer 2 % Magermilchpulver (Roth)
50 mM Tris-HCL (Sigma)
0,15 M NacCl (Merck)
0,05 % Tween-20 (Sigma)
pH 7,5 einstellen
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ad 1000 ml Aqua dest.
TTBS-Waschpuffer 50 nM Tris-HCL (Sigma)

0,15 M NacCl (Merck)

0,05 % Tween-20 (Sigma)

pH 7,5 einstellen

ad 1000 ml Aqua dest.
Priméare Antikorperlosung (Aktin): monoclonal mouse anti-human-R3-Aktin

ad 2 ml TTBS-Waschpuffer (Sigma)

PMAPK; p44/p42: polyclonal rabbit-anti-human-phospho-MAPK
ad 2 ml TTBS-Waschpuffer (Sigma)
Sekundare Antikorperldsung: rabbit anti-mouse-HRP (abcam)

ad 10 ml TTBS-Waschpuffer
goat-anti-rabbit-HRP (Sigma)
ad 10 ml TTBS-Waschpuffer

Durchfiihrung

Nach dem semitrockenen Proteintransfer wurde die Membran fur kurze Zeit mit
PBS (1x) gespult. Danach fand die Blockierung der Membran in TTBS-
Blockierungspuffer tUber eine Stunde bei 20 U/min bei Raumtemperatur statt.
Die Blockierungslosung wurde verworfen, die Membran zweimal mit TTBS-
Puffer gewaschen und die jeweilige primare AntikGrperlosung hinzugegeben.
Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4C und 20 Um drehungen pro Minute.
Anschlie3end wurde die Antikdrperldsung verworfen, die Membran viermal 10
Minuten in  TTBS-Waschpuffer geschwenkt, fur zwei Stunden bei
Raumtemperatur bei 20 U/min. mit dem jeweiligen sekundaren Antikorper
inkubiert und im Anschluss erneut viermal fur 10 Minuten in TTBS-Waschpuffer
geschwenkt.

Die Luminol-Reagenzien A und B wurden im Verhaltnis 1:1 gemischt, ein
Gesamtvolumen von 1 ml pro Membran zu diesen gegeben, 1 Minute inkubiert,
der Uberstand vorsichtig abgegossen und die Membran zwischen durchsichtige
Gefrierfolie gelegt. Der Transport zum Entwicklungsgeréat erfolgte in einer
Entwicklungsbox. In der Dunkelkammer fand die Exposition des vorsichtig auf
die sich in der Gefrierfolie befindende Membran gelegten Films statt, wobei
darauf geachtet werden musste, dass die Seite der Membran, an der die
Proteine hafteten, zum Film zeigte. Die Exposition dauerte je nach benutztem
Erstantikbrper wenige Sekunden bis Minuten. Der exponierte Film wurde
vorsichtig in das Entwicklungsgerat gegeben.
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2.5.6 Sandwich-ELISA (Enzyme-Linked-Immunosorbent-A  ssay)

Material

Zellkulturtiberstande

Proteinextrakte

Quantakine BMP-2 Kit (R&S Systems)

Pipetten 1 ml, 200 pl 100 pl, 20 pul, 10 pl und Spitzen (Eppendorf)
Shaker

Aqua dest.

Medgenix 400 (Medgenix Diagnostics)

Durchfiihrung

Alle Reagentien wurden wie in der Produktbeschreibung aufgefuhrt zubereitet.
In jedes Loch der mit monoklonalen Antikérpern gegen BMP-2 beschichteten
Mikrotiterplatte wurden 100 pl Assay Diluent RD1-19 gegeben. Die Verdinnung
der Proteinextrakte mit Calibrator Diluent RD5P (1X) erfolgte so, dass in jeder
aufzutragenden Probe die gleiche Menge Gesamtprotein enthalten war.
Zellkulturiberstande blieben unverdinnt. Mittels BMP-2-Standard (20.000
pg/ml) wurde eine Verdinnungsreihe mit den Konzentrationen von 4000 pg/ml,
2000 pg/ml, 1000 pg/ml, 500 pg/ml, 250 pg/ml, 125 pg/ml und 62,5 pg/ml
hergestellt. Es wurden entweder 50 pl von den verdinnten Proteinextrakten,
von den Zellkulturiiberstdnden oder von den Standards in ein Loch gegeben,
und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur bei 500 Umdrehungen pro Minute
inkubiert. Nach Abnehmen der Uberstiande und viermaligem Waschen mit
Waschpuffer (1x) wurden jeweils 200 ul BMP-2 Konjugat, in dem ein weiterer
spezifisch bindender, an ein Enzym gekoppelter, monoklonaler Antikdrper
gegen BMP-2 enthalten war, pro Loch auf die Mikrotiterplatte gegeben. Nach
einer weiteren Inkubationszeit von zwei Stunden bei 500 Umdrehungen pro
Minute, erneutem Aspirieren des Uberstandes und viermaligem Waschen
erfolgte die Zugabe von 200 ul Substrat-Lésung pro Loch, die das spezifisch
von dem an den BMP-2 Antikérper gebundenen Enzym umgesetzte Substrat
enthielt. Das Gemisch wurde tGber 30 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
unter standiger Kontrolle, um ein Verlassen des linearen Messbereiches zu
verhindern, inkubiert. Der Farbumschlag verhielt sich proportional zur Menge
des enthaltenen Antigens. Zum Abstoppen der Reaktion wurden 50 ul Stopp-
Losung hinzugegeben. Die Messung der optischen Dichte fand bei einer
Wellenlange von 450 nm mit einer Korrektur von 540 nm statt.
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3 Ergebnisse

In dieser Arbeit wird die Bedeutung von endogenem BMP im Multiplen Myelom
beschrieben. Zur Induktion von Apoptose wurde hauptsachlich ein RTKI, das
BIBF1000, eingesetzt, der die VEGF-Rezeptoren 1 bis 3, die FGF-Rezeptoren 1
und 3 und den PDGF-Rezeptor a inhibiert.

Vergleichend wurden die Effekte des RTKI bei Myelomzellen, die durch die
Translokation t(4;14)(p16.3;032) den FGF-Rezeptor FGFR3 Uberexprimieren,
und bei Myelomzellen, die diese Translokation nicht aufweisen, untersucht.

Zur Kontrolle wurde die Transkriptionsrate des anti-apoptotischen Proteins Bcl-
XL bestimmt. Zudem ist bekannt, dass exogenes BMP-2 bei Myelomzellen die
Bcl-x, -Transkription herunterreguliert und eine Uberexpression des FGFR3 eine
vermehrte endogene Bcl-x.-Transkription bedingt.

Um zu Uberprifen, ob es sich um Substanz-spezifische Effekte des RTKI auf
die BMP Expression handelt, wurde Apoptose mit zwei weiteren Substanzen
bei Myelomzellen induziert, und zwar mit Dexamethason und Retinolsaure.

Da BMP-2 und BMP-4 zu derselben Untergruppe von BMPs gehdren, wurde
des Weiteren untersucht, ob sich fir die BMP-4-Transkription gleichsinnige
Effekte wie fir die BMP-2-Transkription aufzeigen lassen.

Die Ergebnisse fir die Myelomzelllinien bezuglich der BMP-2 und BMP-4-
Transkript Regulation wurden an Myelomzellen von an Multiplem Myelom
erkrankten Patienten verifiziert.

Zudem wurden Zellextrakte und Kulturtiberstande auf BMP-2 Protein untersucht
und dieses quantifiziert.
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3.1 Inhibition der Proliferation verschiedener Myel  omzelllinien durch den
RTKI BIBF1000.

Zunachst wurde der Einfluss des RTKI BIBF1000 auf die Proliferation von
verschiedenen Myelomzelllinien untersucht.

Myelomzellen der Linien RPMI-8226, U-266, OPM-2 und KMS-11 wurden fur 72
Stunden mit dem RTKI in den Konzentrationen 5, 50, 125, 250, 500 und 1000 nM
versetzt und die *H-Thymidin-Aufnahme bestimmt (Abb. 6). Dabei erfolgten
Vergleiche der mit unterschiedlichen Konzentrationen von BIBF1000 inhibierten
Anséatze zu den jeweiligen Kontrollen ohne den RTKI.

Wahrend sich RPMI-8226-Zellen als relativ resistent gegen die Hemmung durch
BIBF1000 zeigten, war bei U-266 eine mittlere Sensitivitdt mit Abnahme der
Proliferation um 20 bis 40 % durch 500 und 1000 nM BIBF1000 zu verzeichnen.
Die grofRten Effekte des RTKI auf die Proliferation wurden bei den t(4;14)-
positiven, FGFR3-Uberexprimierenden Zellen KMS-11 und OPM-2 beobachtet.
Bei diesen Zelllinien konnte durch 1000 nM BIBF1000 eine Inhibition der
Proliferation um mehr als 70 % gezeigt werden (P<.001 fur jede Zelllinie versus
Kontrolle ohne BIBF1000).
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Abbildung 6 . Konzentrationsabhangige Inhibition der Myelomzellp roliferation durch den
RTKI BIBF1000.

Dargestellt ist jeweils die 3H-Thymidin-Aufnahme von RPMI-8226, U-266, OPM-2 und KMS-11
nach 72 Stunden Kultur als Mittelwert aus Dreifachbestimmungen zweier unabh&ngiger
Experimente pro Zelllinie. Die 3H-Thymidin-Aufnahme wurde jeweils zu einer Kontrolle ohne den
RTKI in Bezug gesetzt.
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3.2 Induktion von Apoptose durch den RTKI BIBF1000

Myelomzelllinien

bei verschiedenen

Zelllinie t(4;14) | Apoptotische Zellen (%, Mittelwert +/- SEM), Annexi  n V positiv
nativ BIBF1000
500 nM P1* 500 nM + IL-6 p2*
KMS-11 + 17,8 +/- 3,4 41,9 +/- 8,0 0,011 33,6 +/-5,8 n.s.
KMS-18 + 10,4 +/- 2,5 37,5 +/-14,3 | 0,008 31,8 +/-12,1 n.s.
OPM-2 + 15,4 +/- 2,2 34,1+/-7,6 0,026 25,2 +/-10,4 n.s.
RPMI-8226 8,6 +/-2,7 8,7 +/- 3,3 n.s. 10,9 +/- 2,4 n.s.
U-266 6,9 +/-1,0 85+/-1,6 n.s. 10,1 +/-1,5 n.s.
T.abelle 2. Durchflusszy tometrische Quantifizierung der Apoptoseinduktion  bei flnf
verschiedenen Myelomzelllinien durch den RTKI BIBF1  000.

Die Daten sind als Mittelwert +/-

Standardabweichung (SEM) fur drei voneinander
unabhéngige Experimente pro Zelllinie dargestellt (*P1: native Kontrolle versus 500 nM
BIBF1000; *P2: 500 nM BIBF1000 versus 500 nM BIBF1000 + IL-6 (10 ng/ml); n. s.: nicht
signifikant).

Ergdnzend zu den Effekten des RTKI auf die Proliferation konnte bei den
t(4;14)-positiven Zelllinien KMS-11, KMS-18 und OPM-2 eine signifikante
Induktion von Apoptose durch Inkubation mit dem RTKI (500 nM) festgestellt
werden. Bei KMS-11 Zellen kam es zu einer Zunahme der Apoptose um 24,1 %
(P1=0,011), bei KMS-18 um 27,1 % (P1=0,008) und bei OPM-2 um 18,7 %
(P1=0,026). Alle Versuche wurden dreimal unabhangig voneinander
durchgefihrt (Tabelle 2).

Die Kontrollversuche mit RPMI-8226 und U-266 zeigten keine signifikante pro-
apoptotische Wirkung des BIBF1000 (500 nM) auf diese nicht t(4;14)-
translozierten Zelllinien (Tabelle 2).

Die durch BIBF1000 induzierte Apoptose war bei KMS-11, KMS-18 und OPM-2

durch die Stimulation mit IL-6 (10 ng/ml) partiell, aber nicht signifikant reversibel
(Tabelle 2).
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3.3 RTKI-induzierte Inhibition der MAPK (p44/42)-Pho  sphorylierung bei
t(4;14)-positiven Myelomzellen.

IL-6 ist ein bedeutender Wachstumsfaktor im Multiplen Myelom und die
Signaltransduktion wird unter anderem uber eine Phosphorylierung der MAPK
vermittelt.

Der apoptotische Stimulus des RTKI BIBF1000 wird zum Teil durch Interleukin-
6 aufgehoben (siehe Tabelle 2).

In Ergadnzung der Daten zur Proliferation und Apoptose wurden Ansétze der
t(4;14)-positiven Linien KMS-11 und OPM-2 und der nicht t(4;14)-dysregulierten
RPMI-8226 mit 500 nM BIBF1000 und/oder IL-6 (10 ng/ml) versetzt und aus
den jeweiligen Zellextrakten pMAPK (p44/42) und als Vergleich B-Aktin durch
Western Blot nachgewiesen.

A - - + o+ BIBF1000 Abbildung 7 . BIBF1000-induzierte
-+ -+ IL-6 Inhibition der MAPK (p44/42)-
— - PMAPK Phosphorylierung bei t(4;14)- positiven

— o Myelomzellen.
(p44/42) Gezeigt sind Western Blots der Zelllinien

KMS-11 — KMS-11 (A), OPM-2 (B) und RPMI-8226
— - B-Aktin Q). Die Zellen wurden  jeweils
unterschiedlichen  Kombinationen  von

BIBF1000 (500 nM) und IL-6 (10 ng/ml)
B - -+ 4+ BIBF1000 exponiert.
+ + IL-6

OPM-2

C - -+ + BIBF1000
- + - + IL-6
oot — -PMAPK
. v (p44142)

RPMI-8226

Bei Zellen der Linie KMS-11, die durch die Translokation t(4;14) den Rezeptor
FGFR3 Ubermallig exprimieren, induzierte IL-6 im Vergleich zum nativen
Versuch die MAPK-Phosphorylierung. In Konzentrationen, in denen der RTKI
auch signifikant zu Apoptose fuhrt (Tabelle 2), vermindert er die
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Phosphorylierung der MAPK gegenlber der nativen Kontrolle und kann den
anti-apoptotischen Stimulus des IL-6 fast vollstandig aufheben (Abb. 7A).

Auf die gleichermalien (4;14)-translozierten Zellen der Myelomlinie OPM-2
besal? der RTKI eine gleichsinnige, noch starker ausgepragte Wirkung als auf
KMS-11. Hier konnte durch IL-6 ebenfalls eine vermehrte MAPK-
Phosphorylierung verzeichnet werden, die durch 500 nM BIBF1000 stark
antagonisiert wurde (Abb. 7B).

BIBF1000 nahm bei der t(4;14)-negativen Zelllinie RPMI-8226 keinen
erkennbaren Einfluss auf die MAPK-Phosphorylierung (Abb. 7C).
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3.4 Induktion von Apoptose durch Dexamethason und a ll-trans-
Retinolséaure bei Myelomzellen.

Beispielhaft wurde fur die Myelomzelllinie KMS-11 gezeigt, dass sowohl
Dexamethason (10 pM) als auch all-trans-Retinolsaure (1 puM) Apoptose
induzieren. Hier wurden sieben voneinander unabhéngige Experimente
durchgefiihrt und die Rate apoptotischer Zellen mittels Durchflusszytometrie

bestimmt.

Durch Retinolsaure stieg die Rate apoptotischer Zellen von 14,9 % auf 27,5 %
und durch Dexamethason von 14,9 % auf 29,2 % (Abb. 8A).

Zur Kontrolle wurde die Steroid-resistente Zelllinie RPMI-8226 untersucht. Hier
liel3 sich, wie zu erwarten, keine Apoptose nach Inkubation der Zellen fir 24 h
mit Dexamethason auslésen. Auch auf all-trans-Retinolsdure reagierten die
Zellen nicht (Abb. 8B).
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Abbildung 8 . Induktion von Apoptose durch Dexamethason und Retin olséaure.

Dargestellt ist jeweils die Apoptose in % bei Myelomzellen der Linie KMS-11(A) und RPMI-8226
(B) unter nativen Bedingungen, nach Stimulation fir 24 h mit Retinolsdure (1 pM) oder mit
Dexamethason (10 uM) (Quantifikation mittels Durchflusszytometrie).
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3.5 Qualitative Expressionsanalyse von BMP-2- und B MP-4-Transkript bei
funf Myelomzelllinien.

Es ist bekannt, dass exogenes BMP-2 und BMP-4 bei Myelomzellen Apoptose
induzieren. Bislang liegen keine Untersuchungen zu einer endogenen BMP
Expression im Multiplen Myelom vor.

Deswegen wurde in dieser Arbeit zundchst exemplarisch Uberprift, ob
folgenden funf gut charakterisierte Myelomzelllinien, RPMI-8226, U-266, OPM-
2, KMS-11 und KMS-18, in detektierbarem Umfang BMP-2- und BMP-4-
Transkript exprimieren. Mittels qualitativer PCR und nachfolgender Polyacryl-
amidgelelektrophorese erfolgte eine Detektion des BMP-2- und BMP-4-
Transkriptes der funf genannten Zelllinien. Als Kontrolle diente jeweils die
Glycerinaldehydphosphatdehydrogenase-mRNA (GAPDH).

Es zeigte sich, dass alle untersuchten Myelomzelllinien unter nativen Kultur-
bedingungen in messbarem Umfang sowohl BMP-2- als auch BMP-4-Transkript
exprimieren (Abb. 9).

Abbi ldung 9 . Expression von BMP -2- und BMP -4-Transkript durch  finf Myelomzelllinien.
Dargestellt sind Photographien von Acrylamidgelen nach qualitativer RT-PCR mit nativem
Material der Myelomzelllinien KMS-11, KMS-18, OPM-2, PRMI-8226 und U-266. Es wurden
jeweils die BMP-2-, BMP-4- und GAPDH-mRNA detektiert.
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3.6 Quantitative Expressionsanalyse von BMP-2-Trans  kript

Nachdem der qualitative Nachweis von BMP-2-Transkript bei verschiedenen
Myelomzelllinien gelungen war, wurde die Regulation unter apoptotischen bzw.
Proliferations-permissiven  Zellkulturbedingungen untersucht und mittels
TagMan™ PCR Assay analysiert.

Die unter Punkt 3.6.1 und 3.6.2 beschriebenen Versuche fanden jeweils dreimal
voneinander unabhangig als Doppelbestimmungen statt. Die Verhaltnisse von
BMP-2- zu Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase-(GAPDH)-Transkript
wurden ermittelt, die Ergebnisse durch den Wilcoxon-Test fir paarig
verbundene Stichproben ausgewertet und im Folgenden als Mittelwerte
dargestellt. Als zweiseitig asymptotisch signifikant gilt ein P-Wert von kleiner
oder gleich 0,05. Die Daten wurden auf den jeweiligen Nativwert normiert.

Stimulationen mit Dexamethason (10 uM), all-trans-Retinolsdure (1uM) und
BIBF1000 (0,5 pM) unter 3.6.3 wurden zweimal voneinander unabhéngig als
Doppelbestimmungen durchgefihrt. Bei diesen Daten handelt es sich ebenfalls
ausnahmslos um Quotienten aus BMP-2- zu GAPDH-mRNA. Auf eine
teststatistische Auswertung wurde auf Grund der geringen Fallzahl verzichtet.

3.6.1 Effekte des RTKI BIBF1000 auf die BMP-2-Trans kription von t(4;14)-
positiven Myelomzelllinien.

Um Veradnderungen der Menge des BMP-2-Transkriptes durch den RTKI
BIBF1000 bei den Myelomzellen KMS-11 und KMS-18 zu analysieren, erfolgte
eine Zeitkinetik Gber 24, 48 und 72 Stunden in Prasenz von 500 nM oder 1000
nM BIBF1000. Zur Kontrolle wurden gleichzeitig jeweils ein nativer Ansatz
sowie eine Stimulation nur mit IL-6 (10 ng/ml) durchgefihrt.

Bei den t(4;14)-FGFR3-mutierten KMS-11 zeigte sich nach 24 Stunden durch
Inhibition mit 500 nM BIBF1000 ein 2,5facher und mit 1 uM BIBF1000 ein
3,2facher jeweils signifikanter Anstieg des BMP-2-GAPDH-Verhéltnisses
gegenuber der nativen Kontrolle (Abb. 10A; nativ vs. 500 nM BIBF1000:
P=0,046; nativ vs. 1 uM BIBF1000: P=0,028).

Nach 48 Stunden war bei KMS-11 ebenfalls eine signifikante Zunahme der
Menge der BMP-2-mRNA zu verzeichnen, und zwar durch 500 nM BIBF1000
auf das 2,9fache und durch 1 uM BIBF1000 auf das 2,1fache im Vergleich zur
BMP-2-Grundexpression der nativen Zellen (Abb. 10B; nativ vs. 500 nM
BIBF1000: P=0,028; nativ vs. 1 uM BIBF1000: P=0,028).

Bei einer Expositionszeit von 72 Stunden wurde der stimulierende Effekt des

RTKI auf die BMP-2-mRNA-Expression von KMS-11 am deutlichsten. Durch
Exposition gegentber 500 nM BIBF1000 stieg das Verhéltnis von BMP-2 zu
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GAPDH auf das 4,6fache und durch 1 yuM BIBF1000 auf das 11,7fache
gegenuber der Kontrolle ohne den RTKI (Abb. 10C; nativ vs. 500 nM BIBF1000:
P=0,028; nativ vs. 1 uM BIBF1000: P=0,046).

Durch Stimulation der KMS-11-Zellen mit IL-6 (10 ng/ml) konnte sowohl nach
24 als auch nach 48 Stunden eine Abnahme der BMP-2-mRNA-Expression
nachgewiesen werden.
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Abbildung 10 . Signifikant gesteigerte Expression von BMP-2-Transkript durch den RTKI
bei Myelomzelllinien mit der Translokation t(4;14).

Dargestellt sind quantitative BMP-2-RT-PCR Daten der t(4;14)-positiven Myelomzelllinien KMS-
11 (AB,C), KMS-18 (D,E,F) und der t(4;14)-negativen RPMI-8226 (G,H,l) nach Exposition
gegenuiber dem RTKI BIBF1000 (0, 500, 1000 nM) oder IL-6 (10 ng/ml). Gezeigt werden die
BMP-2-GAPDH-Quotienten als Mittelwerte mit den jeweiligen Standardabweichungen.
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Die Menge des BMP-2 betrug nach 24 Stunden noch 87 % und nach 48
Stunden 39 % (signifikant) des nativen Ansatzes (Abb. 10A, 10B; 48h: nativ vs.
IL-6, P=0,028). Nach 72 Stunden war eine leichte Zunahme der BMP-2-
Transkription zu detektieren, und zwar um 15 % (Abb. 10C).

Die ebenfalls die Translokation (4;14) aufweisenden und den FGFR3
Uberexprimierenden Zellen der Myelomlinie KMS-18 zeigten insgesamt, ahnlich
wie KMS-11, einen Anstieg der Expression von BMP-2-Transkript durch den
RTKI BIBF1000.

Bei einer Versuchszeit von 24 Stunden konnte durch 500 nM BIBF1000 eine
signifikante Zunahme des BMP-2-GAPDH-Verhaltnisses auf 215 % und durch 1
uM BIBF1000 auf 193 % im Vergleich zu dem nativen BMP-2-mRNA-Spiegel
beobachtet werden (Abb. 10D; nativ vs. 500 nM BIBF1000: P=0,028; nativ vs. 1
UM BIBF1000: P=0,028).

Nach 48h zeigte sich ein jeweils nicht signifikanter Anstieg des BMP-2-
Transkriptes auf das 1,7fache (sowohl bei 500 nM als auch bei 1uM BIBF1000)
(Abb. 10E).

Durch die lange Inkubationszeit von 72 Stunden stellte sich der stimulierende
Effekt des RTKI BIBF1000 auf die BMP-2-mRNA-Expression der KMS-18 nicht
starker dar als nach 24 Stunden. Durch die Inkubation mit 500 nM BIBF1000
stieg das gemessene BMP-2-GAPDH-Verhéltnis im Vergleich zu dem basalen
BMP-2-Spiegel signifikant auf 193 % und durch 1 uM BIBF1000 ebenfalls
signifikant auf 200 % (Abb. 10F; nativ vs. 500 nM BIBF1000: P=0,028; nativ vs.
1 pM: P=0,028).

Fur diese Zelllinie fanden ebenfalls Vergleiche des BMP-2-Transkript-Spiegels
zwischen den Kontrollen und mit IL-6 (10 ng/ml) stimulierten Ansatzen statt.
Dabei lieBen sich keine signifikanten Unterschiede der BMP-2-mRNA-
Expression erkennen (Abb. 10D, 10E, 10F; 24h: + IL-6 (1,24); 48h: + IL-6
(0,82); 72h: + IL-6 (1,0)).

3.6.2 Effekte des RTKI BIBF1000 auf die BMP-2-Trans kription von t(4;14)-
negativen Myelomzelllinien.

Auch mit den nicht t(4;14)-translozierten Zellen der Myelomlinie RPMI-8226 und
U-266 fanden, aquivalent zu den oben beschriebenen Versuchsreihen,
Experimente Uber 24, 48 und 72 Stunden statt. Eingesetzt wurde der RTKI
BIBF1000, 500 nM und 1 pM, und IL-6 (10 ng/ml), aber keine Kombinationen
dieser Stoffe (Abb. 10G; 10H, 10I).

Bei einem Vergleich zwischen den BMP-2-GAPDH-Quotienten des jeweiligen

nativen Experimentes mit einem mit 500 nM BIBF1000 oder mit 1 uM BIBF1000
versetzten Ansatz, konnte zu keiner Zeit eine Regulation der BMP-2-Expression
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durch diese Substanz festgestellt werden (RPMI-8226: 24 h: nativ (1,0), + 500
nM BIBF1000 (0,9), + 1 uM BIBF1000 (0,9), + IL-6 (0,8); 48h: nativ (1,0), + 500
nM BIBF1000 (0,9), + 1 uM BIBF1000 (0,8), + IL-6 (1,0); 72h: nativ (1,0), + 500
nM BIBF1000 (1,1), + 1 pM BIBF1000 (1,1), + IL-6 (1,0)).

Die folgenden Daten zu U-266 sind graphisch nicht dargestellt (U-266: 24 h:
nativ (0,7), + 500 nM BIBF1000 (1,2), + 1 uM BIBF1000 (0,5), + IL-6 (0,4); 48 h:
nativ (0,9), + 500 nM BIBF1000 (1,6), + 1 uM BIBF1000 (0,5), + IL-6 (0,5); 72 h:
nativ (1,5), + 500 nM BIBF1000 (1,0), + 1 pM BIBF1000 (1,1), + IL-6 (0,8);).

Bei der Zellinie U-266 liel3 sich eine Herunterregulation der BMP-2-
Transkription durch IL-6 sowohl nach 24 h, als auch nach 48 und 72 h
erkennen.

3.6.3 Wirkungen von Dexamethason, ATRA und/oder RTK | auf die BMP-2-
Transkription der t(4;14)-translozierten Myelomzellli nie KMS-11.

A

nativ

IL-6

Dex

ATRA

Dex + ATRA

Dex + ATRA + IL-6

RTKI

RTKI + Dex

RTKI + ATRA

BMP-2/GAPDH

Abbildung 11 . Effekte von Dexamethason, Retinol saure und BIBF1000 auf die BMP -2-
Transkription von Myelomzellen der t(4;14) FGFR3-dy  sregulierten Linie KMS-11.

Dargestellt sind quantitative PCR-Daten von Ansétzen mit KMS-11 Uber 24 Stunden, die
Kombinationen von 10 uM Dexamethason und 1 uM ATRA (A) bzw. Kombinationen von 10 pM
Dexamethason, 1 uM ATRA und 500 nM BIBF1000 (B) exponiert wurden. Gezeigt sind die
jeweiligen BMP-2-GAPDH-Quotienten als Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.
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Nachdem deutlich wurde, dass der RTKI einen hochregulierenden Effekt auf die
Expression von BMP-2-Transkript durch Myelomzellen, die die Translokation
(4;14) aufweisen, besal3, ergab sich die Fragestellung, ob weitere Substanzen,
die bei Myelomzellen Apoptose induzieren, ebenfalls Regulationen erkennen
lieBRen und ob diese Effekte additiv waren. Dazu fanden Ansatze mit
Dexamethason, ATRA und Kombinationen dieser Stoffe untereinander und 500
nM BIBF1000 statt. Die Versuche erfolgten als Doppelbestimmungen mit Zellen
der Linie KMS-11 Uber 24 Stunden. Zur Analyse wurden die Quotienten von
BMP-2 zu GAPDH aus den jeweiligen Mittelwerten der Doppelbestimmungen
berechnet. Oben angegebene Konzentrationen der eingesetzten Substanzen
blieben fur alle in diesem Abschnitt beschriebenen Ansatze konstant.

Durch Inhibition von Myelomzellen der Linie KMS-11 mit Dexamethason ohne
BIBF1000 bzw. mit ATRA ohne BIBF1000 zeigte sich gegentber dem basalen
BMP-2-mRNA-Spiegel jeweils eine Zunahme des BMP-2-Transkriptes auf das
2,2 bzw. 1,8fache (Abb. 11A: nativ (1,0), + Dex (2,2), + ATRA (1,8)).

Bei Inkubation der Zellen mit Dex und ATRA ohne BIBF1000 war im Vergleich
zu dem nativen Wert ein Anstieg des BMP-2-GAPDH-Quotienten auf das
11,5fache zu verzeichnen (Abb. 11A: nativ (1,0), + Dex + ATRA (11,5)).

Zusatzlich fanden Ko-Inkubationen von Zellen der Linie KMS-11 mit
Dexamethason, ATRA und BIBF1000 statt. Bei Inhibition dieser Myelomzellen
mit Dexamethason und BIBF1000 stieg die Expression von BMP-2-Transkript
im Vergleich zu nativen Bedingungen auf das 13fache (Abb. 11B: + BIBF1000
(2,9), + BIBF1000 + Dex (13,0)).

Nach Inkubation von KMS-11 mit BIBF1000 und ATRA zeigte sich verglichen
mit dem nativen Ansatz eine Zunahme der BMP-2-mRNA auf 450 % (Abb. 11B:
+ BIBF1000 (2,9), + BIBF1000 + ATRA (4,5)).

Insgesamt zeigte sich im Vergleich zu dem Ansatz, bei dem die KMS-11 Zellen
nur mit Dexamethason und/oder ATRA versetzt wurden, deutlich, dass
zusatzliche Inkubation der Myelomzellen mit BIBF1000 zu einer basalen
Erh6hung der BMP-2-Transkription fuhrte, zu der sich gleichsinnige Effekte der
beiden anderen Substanzen addierten.

46



Ergebnisse

3.7 Quantitative Expressionsanalyse von BMP-4-Trans  kript

Da BMP-2 und BMP-4 zu derselben Untergruppe von BMPs gehdoren, stellt sich
die Frage, ob die endogene BMP-4- die BMP-2-Expression widerspiegelt.

Hierzu wurden Zellen von der t(4;14)-translozierten Myelomlinie KMS-11 mit
dem RTKI BIBF1000 in den Konzentrationen 500 nM oder 1000 nM fir 120
Stunden inkubiert (kUrzere Inkubationszeiten zeigten keine Effekte auf die BMP-
4 Transkription, Daten nicht gezeigt).

Die BMP-4-mRNA wurde mittels TagMan™ PCR Assay quantifiziert und relativ
zu der als Kontrolle bestimmten GAPDH dargestellt. Die Versuche wurden
jeweils zweimal unabhéngig voneinander als Doppelbestimmungen
durchgefihrt.

Fur die Zelllinie KMS-11 konnte sowohl fiir den RTKI 500 nM als auch 1000 nM
ein Anstieg des BMP-4 Transkriptes gegenuber der nativen Kontrolle
festgestellt werden, und zwar jeweils um das 4,2fache bzw. das 7,5fache (Abb.
12).

Die BMP-4 Transkription wurde aul3erdem unter anti-apoptotischen
Bedingungen untersucht. Hier liel3 sich keine Regulation feststellen (BMP-
4/GAPDH: + IL-6 1,0).
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Abbildung 12. Effekte des RTKI bzw. IL -6 auf die BMP -4-Transkription von Myelomzellen
der t(4;14) FGFR3-dysregulierten Linie KMS-11.

Dargestellt sind quantitative PCR-Daten von Ansatzen mit KMS-11 Gber 120 Stunden, die mit
dem RTKI BIBF1000 jeweils in den Konzentrationen 500 nM bzw. 1000 nM oder IL-6 (10 ng/ml)
stimuliert wurden. Gezeigt sind die jeweiligen BMP-4-GAPDH-Quotienten als Mittelwerte aus
Doppelbestimmungen zweier unabhéngiger Versuche mit Standardabweichung.
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3.8 Quantitative Expressionsanalyse von Bcl-x | -Transkript

Zur Kontrolle wurde die Regulation der Bcl-x -Transkription, einem anti-
apoptotischen Mitglied der Bcl-2-Familie, untersucht. Die Messungen wurden
exemplarisch an zwei Myelomzelllinien, KMS-11 und RPMI-8226, durchgefuhrt.
Die Bcl-x.-mRNA wurde mittels TagMan™ PCR Assay quantifiziert und relativ
zu der als Kontrolle bestimmten GAPDH dargestellt. Die Versuche wurden
jeweils dreimal unabhdngig voneinander als Doppelbestimmungen
durchgefuhrt.

Bei der Myelomzelllinie KMS-11 zeigte sich sowohl nach Induktion von
Apoptose mit dem RTKI in der Konzentration 500 nM als auch fur die
Stimulation mit ATRA (1 pM) oder Dexamethason (10 pM) fir 24 h eine
Abnahme der Bcl-x_ -Transkription. Fir den RTKI fiel diese auf 46 %, fur ATRA
auf 40 % und fur Dexamethason auf 37 % des nativen Ansatzes (Abb. 13A;
nativ 1,0; + ATRA 0,40; + Dex 0,37; + RTKI 0,46).

Fur Zellen der Linie RPMI-8226 lie sich fur keine der Substanzen eine
relevante Beeinflussung der Bcl-x.- mMRNA Expression nachweisen (Abb. 13B;
nativ 1,0; + ATRA 0,93; + Dexamethason 1,17; + RTKI 0,83).
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Abbildung 13. Quantitative Expr essionsanalyse von Bcl -x,.

Dargestellt sind quantitative PCR-Daten von Anséatzen mit KMS-11 (A) und RPMI-8226 (B) Uber
24 Stunden, die mit dem RTKI BIBF1000 (500 nM), all-trans-Retinolsdure (1 pM) bzw.
Dexamethason (10 pM) stimuliert wurden. Gezeigt sind die jeweiligen Bcl-x.-GAPDH-
Quotienten als Mittelwerte aus Doppelbestimmungen dreier unabhangiger Versuche.
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3.9 Quantitative Expressionsanalyse von BMP-2, BMP- 4- und Bcl-x -
Transkript bei Myleomzellen von an Multiplem Myelom erkrankten
Patienten.
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Abbildung 14. Quantitative Expressionsanalyse von B MP-2, BMP-4 und Bcl -x, bei
Myelomzellen von drei an Multiplem Myelom erkrankte  n Patienten.

Dargestellt sind quantitative PCR-Daten von Ansétzen mit Myelomzellen von drei an Multiplem
Myelom erkrankten Patienten, die mit dem RTKI BIBF1000 in Konzentrationen zwischen 125 bis
1000 nM stimuliert wurden. Gezeigt sind die jeweiligen BMP-2- (A,D,G), BMP-4- (B,E,H) und
Bcl-x -GAPDH-Quotienten (C,F,l) als Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.
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Um zu uUberprufen, ob sich die an Myelomzelllinien erhobenen Daten auf
Myelomzellen von Patienten uibertragen lassen, wurden CD 138" Zellen von an
Multiplem Myelom erkrankten Patienten untersucht.

Apoptose wurde mit dem RTKI in Konzentrationen zwischen 125 bis 1000 nM
induziert. Die BMP-2-, BMP-4 und Bcl-x.-mRNA wurde mittels TagMan™ PCR
Assay quantifiziert und relativ zu der als Kontrolle bestimmten GAPDH
dargestellt. Die Versuche wurden jeweils 72 h inkubiert und als
Doppelbestimmungen durchgefihrt. Zum Teil waren die Patientenmyelomzellen
IL-6-abh&ngig und wurden zusétzlich mit IL-6 (10 ng/ml) inkubiert. Dann wurde
der Ansatz, der mit RTKI und IL-6 stimuliert wurde, mit einem Experiment
verglichen, das allein mit IL-6 fir 72 h inkubiert wurde.

Zwei von drei Patienten zeigten nach Induktion von Apoptose mit dem RTKI
eine Zunahme der BMP-2- und BMP-4-Transkription und eine Abnahme der
Bcl-x.-mRNA und spiegeln somit die Ergebnisse der an Myelomzelllinien
erhobenen Daten wider. Bei Zellen eines dritten an Multiplem Myelom
erkrankten Patienten liel3en sich keine Veranderungen in der BMP-2, BMP-4
und Bcl-x_-Expression detektieren.

Patient 1 zeigte nach Kultur der Myelomzellen mit dem RTKI einen Anstieg der
BMP-2 Transkription auf das 9,2fache, der BMP-4 mRNA auf das 2,3fache und
einen Abfall der Bcl-x_ -Expression auf 75 % des nativen Wertes (Abb14 A, B, C;
BMP-2: nativ 1,0, + RTKI 9,21; BMP-4: nativ 1,0, + RTKI 2,26; Bcl-x.: nativ 1, +
RTKI 0,75).

Die Myelomzellen des Patienten 2 reagierten auf eine Stimulation mit dem RTKI
mit einer Zunahme der BMP-2 Transkription auf das 1,7fache, der BMP-4
Expression auf das 2,4fache und mit einer Herunterregulation des Bcl-xL-
Transkriptes auf 15 % des nativen Ansatzes (Abb. 14 D, E, F; BMP-2: nativ 1,0,
+ RTKI 1,71; BMP-4: nativ 1,0, + RTKI 2,37; Bcl-x.: nativ 1,0, + RTKI 0,15).

Bei Patient 3 lieBen sich durch Kultur der Zellen mit dem RTKI keine
Regulationen der BMP-2, BMP-4 oder Bcl-x. Expression erkennen (Abb. 14 G,
H, I; BMP-2: nativ 1,0, + RTKI 1,03; BMP-4 nativ 1,0, + RTKI 0,99; Bcl-x_: nativ
1,0, + RTKI 1,08).

Die Myelomzellen der drei genannten Patienten wurden zudem mit IL-6 fur 72 h
inkubiert. Hier zeigte sich fur die Zellen aller getesteten Patienten ein deutlicher
Abfall des BMP-2- und BMP-4-Transkriptes (Abb. 15).

Die Expression von BMP-2-mRNA fiel bei den Myelomzellen des Patienten 1
durch Stimulation mit IL-6 auf 4 % (Abb.15 A), bei Patient 2 auf 6 % (Abb. 15 C)
und bei Patient drei auf 37 % (Abb. 15 E). Auch die BMP-4-Transkription ging
zurtick, und zwar fur Myelomzellen des Patienten 1 auf 21 % (Abb.15 B), des
Patienten 2 auf 12 % (Abb. 15 D) und des Patienten 3 auf 24 % (Abb. 15 F).
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Abbildung 15 . Quantitative Expressionsanalyse von BMP -2 und BMP -4 bei Myelomzel len
von drei an Multiplem Myelom erkrankten Patienten.

Dargestellt sind quantitative PCR-Daten von Ansétzen mit Myelomzellen von drei an Multiplem
Myelom erkrankten Patienten (Patient 1 A und B, Patient 2 C und D, Patient 3 E und F), die mit
IL-6 (10 ng/ml) stimuliert wurden. Gezeigt sind die jeweiligen BMP-2- (A,C,E) und BMP-4-
GAPDH-Quotienten (B,D,F) als Mittelwerte aus Doppelbestimmungen.

51



Ergebnisse

3.10 RTKI-vermittelte Effekte auf die BMP-2-Produkt ion und -Sekretion von
zwei Myelomzelllinien.

Mittels ELISA wurde die Menge des BMP-2 aus Zellextrakten und
Zellkulturiberstanden zweier Myelomzelllinien nach Kultur mit und ohne den
RTKI BIBF1000 (500 nM) tber 72 Stunden bestimmt.

Sowohl die untersuchten Zellen der t(4;14)-positiven Linie KMS-11 als auch die
t(4;14)-negativen RPMI-8226 wiesen BMP-2 im Zellextrakt und Uberstand auf.

A —a— Zellextrakt B —a— Zellextrakt
—e— Uberstand —o— Uberstand
100- 30-
80, - 5{
= ~ 201 \
E 60 E n
E 2 s
o~ o~
Y 40 )
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nativ RTKI nativ RTKI

Abbildung 16. RTKI -vermittelte Effekte auf die BMP -2-Produktion und -Sekretion von
zwei Myelomzelllinien.

Dargestellt ist das BMP-2 in pg/ml, das jeweils in Zellextrakten und Kulturmediumuiberstanden
der t(4;14)-positiven Myelomzelllinie KMS-11 (A) und den t(4;14)-negativen RPMI-8226 (B)
unter nativen Bedingungen und nach Inhibition der Zellen mit 500 nM BIBF1000 gemessen
wurde.

Durch Inhibition von KMS-11 mit 500 nM BIBF1000 stieg die Menge des im
Zellextrakt exprimierten BMP-2 im Vergleich zu nativen Bedingungen auf mehr
als das 14fache und die des in den Uberstand sezernierten auf mehr als das
7fache (Abb. 16A; KMS-11-Extrakt: nativ (5,6 pg/ml), + 500 nM BIBF1000 (83,6
pg/ml); KMS-11-Uberstand: nativ (4,6 pg/ml), + 500 nM BIBF1000 (35,6 pg/ml)).
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Im Gegensatz zu dem deutlichen Effekt von BIBF1000 auf die den FGFR3
uberexprimierenden KMS-11, hatte eine Kultur von Zellen der nicht (4;14)-
translozierten Linie RPMI-8226 mit 500 nM BIBF1000 im Vergleich zu nativen
Bedingungen keinen bedeutenden Einfluss auf die BMP-2-Expression dieser
Zellen in Extrakt und Uberstand. Sowohl im Extrakt als auch im Uberstand sank
die Menge des BMP-2 durch Inhibition von RPMI-8226 durch 500 nM BIBF1000
im Vergleich zu der Kontrolle auf 81 bzw. 82 % (Abb. 16 B; RPMI-8226-Extrakt:
nativ (23,6 pg/ml), + 500 nM BIBF1000 (18,6 pg/ml); RPMI-8226-Uberstand:
nativ (9,6 pg/ml), + 500 nM BIBF1000 (7,6 pg/ml)).

Ebenfalls auffallig war bei beiden Myelomzelllinien die geringere BMP-2-
Konzentration im Mediumuberstand im Vergleich zum Zellextrakt.

53



Diskussion

4 Diskussion

Bone Morphogenetic Proteins (BMPs), Mitglieder der TGF-B-Familie, spielen
als multifunktionelle Zytokine eine wichtige Rolle bei Prozessen der
Zellproliferation, Apoptose und Differenzierung (40,77). Durch diese Funktionen
sind BMPs in den Blickpunkt des Interesses der onkologischen Forschung
geriickt.

Eine endogene Expression verschiedener BMP-Transkripte wurde bereits bei
einigen Neoplasien nachgewiesen (18,34,35,54,86). BMPs scheinen bei diesen
Tumoren keine grundséatzlich gleichartigen Funktionen zu ibernehmen, sondern
mediieren bei einem Teil der malignen Erkrankungen eine Zunahme des
Tumorwachstums und der Metastasierung, wahrend sie bei anderen
Neoplasien eine Induktion von Apoptose und eine Hemmung der
Zellproliferation vermitteln.

So unterstitzt BMP-4 einerseits bei Ovarialkarzinomzellen die Metastasierung,
BMP-2 im nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom das Tumorwachstum und BMP-
6 bei Mammakarzinomzellen die neoplastische Progression und Metastasierung
(18,54,86). Andererseits fordert BMP-2 bei  Kolonkarzinom-  und
Medulloblastomzellen die Apoptose und unterdriickt ein fortschreitendes
Tumorwachstum, und BMP-6 vermittelt in der Cutis den programmierten Zelltod
und mediiert dadurch die Tumorresistenz (34,35,99).

Die Expression endogener BMPs wurde bislang beim Multiplen Myelom noch
nicht untersucht. Da bekannt ist, dass exogenes BMP-2, -4, -5, -6 und -7 bei
Myelomzellen Apoptose induzieren und die Proliferation inhibieren, wird
allgemein eine anti-neoplastische Wirkung von BMPs im Multiplen Myelom
angenommen (40,47,81).

In dieser Arbeit konnte detailliert belegt werden, dass Myelomzellen BMP-
Transkripte exprimieren. Sowohl verschiedene Myelomzelllinien, wie KMS-11,
KMS-18, OPM-2, RPMI-8226 und U-266, als auch primares Patientenmaterial
wiesen in messbarem Umfang BMP-2- und BMP-4-mRNA auf.

Ebenso fehlten bislang Erkenntnisse beziiglich einer Regulation der endogenen
BMP-Expression bei Myelomzellen. Um diese Fragestellung untersuchen zu
konnen, wurde vorab ein Zellkultursystem etabliert, in dem bei Myelomzellen
eine Apoptoseinduktion durch den Einsatz eines RTKI bzw. eine Steigerung der
Proliferation mittels Interleukin-6 erfolgte. Hierbei wurden zunéchst die Effekte
des RTKI BIBF1000 auf Myelomzellen beschrieben:

Es konnte gezeigt werden, dass BIBF1000 bei den Zelllinien OPM-2 und KMS-
11, die die Translokation t(4;14) aufweisen, durch die der Rezeptor FGFR3
konstitutiv  aktiviert wird, in hoherer Konzentration eine signifikante
Proliferationshemmung bewirkt (mehr als 70 % bei 1 uM BIBF1000 versus
Kontrolle ohne RTKI; P<.001). Im Gegensatz hierzu reagierten die Zellen der
Linien U-266 und RPMI-8226, die diese entsprechende Translokation nicht
zeigen, gering bzw. nicht auf die Rezeptortyrosinkinaseinhibition. In Konkordanz
mit den Proliferationsdaten induzierte BIBF1000 bei KMS-11, KMS-18 und
OPM-2 signifikant  Apoptose, wahrend bei den t(4;14)-negativen
Myelomzelllinien U-266 und RPMI-8226 wiederum kein Effekt zu beobachten
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war (nativ vs. 500 nM BIBF1000; KMS-11: P=.011; KMS-18: P=.008; OPM-
2=.026). Die pro-apoptotische Wirkung des RTKI auf die t(4;14)-dysregulierten
Myelomzellen ist unter anderem MAPK-vermittelt, da durch RTK-Inhibition
dieser Zellen der Nachweis einer Hypophosphorylierung der MAPK gelang. Die
Ergebnisse dieser Arbeit zu den Effekten des BIBF1000 stimmen mit den
bereits beschriebenen Wirkungen anderer RTKI auf Myelomzellen Uberein. So
induziert der RTKI PD173074, der ebenso wie BIBF1000 den Rezeptor FGFR3
blockiert, bei Myelomzellen analog zu BIBF1000 Apoptose und fuhrt zu einer
Hemmung der Zellproliferation. In Kongruenz mit den Resultaten der
vorliegenden Untersuchung zeigte diese Arbeitsgruppe fir PD173074 ebenfalls
einen MAPK-vermittelten Mechanismus der RTK-Inhibition am FGFR3 auf (94).
Auch fir zwei weitere RTK-Inhibitoren, GW654652 und PTK787/2ZK222584, die
allerdings nicht bFGF- sondern VEGF-Rezeptoren inhibieren, wurde bereits
eine dem BIBF1000-&hnliche Wirkung auf Myelomzellen nachgewiesen (59,73).

Bei der im Mittelpunkt dieser Arbeit stehenden Untersuchung der BMP-
Expression durch Myelomzellen bei Apoptoseinduktion durch RTK-Inhibition
bzw. Wachstumsstimulus durch IL-6 konnte zum ersten Mal gezeigt werden,
dass die BMP-2-Transkription von t(4;14)-positiven Zelllinien im Gegensatz zu
Linien, die diese genetische Abnormitat nicht aufweisen, einer Regulation
unterliegt. Nach Induktion von Apoptose durch RTK-Inhibition stieg die Menge
der durch die Linien KMS-11 und KMS-18 exprimierten BMP-2-mRNA
konzentrationsabhangig signifikant an, wahrend bei U-266- und RPMI-8226-
Zellen, bei denen durch RTK-Inhibition keine Apopotose ausgelost werden
konnte, keine Veranderungen der BMP-2-Transkription zu verzeichnen waren
(Anstieg der BMP-2-mRNA nach 24-stindiger Inkubation mit BIBF1000 1 pM
bei KMS-11 auf das 3,2fache (P=.028) und bei KMS-18 auf mehr als das
Doppelte im Vergleich zu den jeweils nativen Bedingungen (P=.028)).

Zudem konnte am Beispiel der t(4;14)-translozierten Myelomzelllinie KMS-11
nachgewiesen werden, dass nicht nur RTK-Inhibition, sondern auch andere
Wirkstoffe, die bei Myelomzellen Apoptose hervorrufen, die endogene BMP-2-
Transkription hochregulieren. So fuhrte sowohl die Kultur der Zellen mit
Dexamethason als auch mit all-trans-Retinolsdure zu einem Anstieg der BMP-
2-mRNA. Bei einer kombinierten Behandlung der Zellen mit Dexamethason und
ATRA zeigte sich sogar ein uberproportionaler Effekt auf die Regulation des
BMP-2-Transkriptes (Anstieg der BMP-2-mRNA auf das 11,5fache durch Kultur
mit Dexamethason 10 puM und ATRA 1 uM versus der nativen Kontrolle).

Im Weiteren wurde zum ersten Mal beschrieben, dass die BMP-4-Transkription
von t(4;14)-positiven Myelomzelllinien durch Induktion von Apoptose mittels
RTK-Inhibition ebenfalls beeinflusst und hierbei die Regulation der endogenen
BMP-2-mRNA imitiert wird. Durch Kultur mit BIBF1000 konnte ein deutlicher
konzentrations-abhangiger Anstieg des BMP-4-Transkriptes verzeichnet
werden, und zwar bei KMS-11 nach 120 Stunden auf das 7,5fache (BIBF1000 1
UM vs. nativer Kontrolle).

Eine Regulation der intrazellularen BMP-mRNA durch Inhibition von
Tyrosinkinaserezeptoren wurde bisher nur bei verschiedenen
Mammakarzinomzelllinien beschrieben (18). Bei diesen Zelllinien wird die BMP-
6-Transkription durch Stimulation mit Epidermalem Wachstumsfaktor (EGF)
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bzw. durch Inhibition der EGF-Rezeptoren mit dem RTKI AG1517 jeweils
gegenteilig beeinflusst. BMP-6 bt auf Mammakarzinomzellen allerdings eine
Tumor-progressive Wirkung aus, so dass in der genannten Studie eine der in
dieser Arbeit an Myelomzellen beschriebenen kontrare Regulation detektiert
wurde. Stimulation der Zellen mit EGF erhdohte den BMP-6-mRNA-Spiegel,
wahrend eine RTK-Inhibition diesen abfallen lie3 (18). Wie bereits erwahnt,
scheinen unterschiedliche BMPs bei verschiedenen Neoplasien bzw. Zelltypen
(auch fur B-Lymphozyten wurde eine Regulation der endogenen BMP-6-
Transkription schon gezeigt (49)) durchaus derart differierende Wirkungen
auszuldsen. Trotz dieser grundsatzlich unterschiedlichen Effekte von BMPs auf
Tumorzellen ist die Koinzidenz einer Regulation der BMP-Transkription durch
RTK-Inhibition auffallig und unterstreicht die Bedeutung von BMPs bei
onkologischen Prozessen.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bezlglich einer vermehrten endogenen
BMP-2-Transkription durch Myelomzellen bei Apoptoseinduktion mittels all-
trans-Retinolsdure stimmen mit den Resultaten &hnlicher Versuchsreihen an
Medulloblastomzellen und embryonalen Huhnerzellen (berein (34,82). So
kommt es bei einer Behandlung von Medulloblastomzellen mit ATRA, ebenso
wie hier an Myelomzellen gezeigt, zu einem deutlichen Anstieg des BMP-2-
Transkriptes. Ein gleichartiger Effekt wurde auch schon bei Hihnerembryonen
beschrieben, wo es nach Implantation eines ATRA-getrankten Kigelchens in
die interdigitale Region zur Apoptose kam, der eine vermehrte BMP-Gen-
Expression vorausging.

Im Weiteren konnte zum ersten Mal beschrieben werden, dass die Bcl-x-
Transkription von t(4;14)-positiven Myelomzellen durch den RTKI BIBF1000
gesenkt wird. Durch Kultur von Zellen der Linie KMS-11 mit 500 nM BIBF1000
fiel die Menge der Bcl-x.-mRNA auf 46 % der nativen Kontrolle ab. Im
Gegensatz dazu ubte dieser RTKI auf die Myelomzelllinie RPMI-8226, die die
Translokation t(4;14) nicht aufweist, keinen Effekt aus.

Es existieren einige Untersuchungen zu der Frage nach einer regulierten
Expression von Bcl-x_-Transkript im Multiplen Myelom. So ist bekannt, dass
eine vermehrte Expression des Onkogens FGFR3 zu einer Heraufregulation der
endogenen Bcl-x.-mRNA von Myelomzellen fuhrt (76,91). Vor diesem
Hintergrund erscheint die in der vorliegenden Arbeit gezeigte verminderte
Produktion von Bcl-x_-Transkript nach Hemmung des FGFR3 durch den RTKI
BIBF1000 logisch. AulRerdem wurde von einer anderen Arbeitsgruppe bereits
eine verminderte Bcl-x -Expression nach Behandlung von Myelomzellen mit
Dexamethason und einem monoklonalen Insulin-like-growth-factor-1(IGF-1)-
Rezeptor-Antikorper nachgewiesen (66). Dieses Ergebnis lie3 sich bestatigen.
Fur die Zelllinie KMS-11 konnte eine Herunterregulation des endogenen Bcl-x.
nach Induktion von Apoptose durch Dexamethason bzw. ATRA gezeigt werden.

Eine Regulation der BMP-2-, BMP-4- und Bcl-x_-Transkription nach Induktion
von Apoptose bzw. Wachstumsstimulation konnte nicht nur fir Myelomzelllinien
sondern auch fur zwei von drei an Multiplem Myelom erkrankte Patienten
gezeigt werden. Auch bei diesen Zellen liel3 sich nach RTK-Inhibition ein
deutlicher Anstieg des BMP-2- und BMP-4-mRNA-Spiegels bzw. ein Abfall des
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exprimierten  Bcl-x_-Transkriptes  nachweisen. Bei  Stimulation  der
Patientenzellen mit IL-6 verhielt sich die Expression, wie schon fur
verschiedene Myelomzelllinien gezeigt, erneut genau kontrar zu der Expression
unter apoptotischen Bedingungen. Dass die Regulation von BMPs bzw. Bcl-x.
auf transkriptioneller Ebene nicht nur fir Myelomzelllinien sondern auch fir
priméares Patientenmaterial nachgewiesen werden konnte, unterstreicht die
Relevanz der Erkenntnisse fir das Multiple Myelom. Es demonstriert, dass die
Regulation dieser Transkripte von der Myelomzelllinie, die nach vielfacher
Subkultur kein ideales Modell fur derartige Untersuchungen darstellt, auf direkt
von Patienten gewonnene Myelomzellen tbertragen werden kann.

In dieser Arbeit konnte aul3erdem erstmalig sowohl intrazellular als auch im
Kulturiberstand von zwei Myelomzelllinien BMP-2-Protein gemessen werden.
Dieses unterlag bei der t(4;14)-positiven Linie KMS-11 bei Induktion von
Apoptose intra- und extrazellular einer Regulation, in der sich die
Veranderungen des BMP-Transkriptes unter denselben Bedingungen
widerspiegelten. Und zwar konnte gezeigt werden, dass der BMP-2-Spiegel
durch RTK-Inhibition (72 Stunden Inkubation mit 500 nM BIBF1000) im
Vergleich zu der jeweiligen nativen Kontrolle intrazellular auf mehr als das
l4fache und extrazellular auf mehr als das 7fache anstieg. Bei der t(4;14)-
negativen Myelomzelllinie RPMI-8226 wurde in den Zellen und auch im
Uberstand ebenfalls BMP-2-Protein nachgewiesen. Hier lieB sich aber keine
Regulation beschreiben.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass die BMP-mRNA bei Myelomzellen
tatsachlich einer Translation unterliegt, und dass eventuelle Regulationen der
Transkription dabei auf die Menge des resultierenden intrazellularen Proteins
ubertragen werden. Des Weiteren kann die Schlussfolgerung gezogen werden,
dass intrazellulares BMP-2 durch Myelomzellen in das umgebende Medium
sezerniert wird, und zwar in Abhangigkeit von der Quantitdt des in der Zelle
exprimierten BMP-2. Myelomzellen scheinen allerdings nicht das gesamte
translatierte Protein in den Uberstand abzugeben, da der extrazellulare BMP-2-
Spiegel bei KMS-11 und RPMI-8226 sowohl unter nativen Bedingungen als
auch nach Induktion von Apoptose deutlich unter dem des intrazellularen lag.
Diese intrazellulare Akkumulation vergrof3erte sich bei RTK-Inhibition der Zellen
noch weiter, denn hierbei wurde prozentual ein noch geringerer Teil des
translatierten BMP-2 sezerniert (Zunahme des BMP-2-Spiegels intrazellular auf
mehr als das 14fache im Gegensatz zu extrazellular nur auf mehr als das
7fache durch Inkubation mit 500 nM BIBF1000 Uber 72 Stunden). Die
Konstellation dieser Daten impliziert, dass die BMP-2-Expression zusatzlich
post-transkriptionell bzw. -translationell durch bisher nicht bekannte Faktoren
reguliert wird. Ein post-translationeller Regulationsmechanismus der BMP-
Aktivitat soll, zumindest in der Embryonalentwicklung, durch Noggin vermittelt
sein. Dieser BMP-Antagonist kann BMPs im Extrazellularraum binden und
somit deren Interaktionen mit den entsprechenden Rezeptoren inhibieren.
Zusétzlich bindet Noggin an Heparansulfat-Proteoglykane und ist dadurch in
der Lage, einen BMP-Aktivitatsgradienten zu erzeugen (68).
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Insgesamt sprechen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit dafir, dass sowohl
eine durch RTK-Inhibition als auch durch Dexamethason oder all-trans-
Retinolsdure induzierte Apoptose von Myelomzellen BMP-2, eventuell auch
BMP-4 mediiert erfolgt, da sowohl BMP-2 als auch BMP-4 im Rahmen von
Apoptose deutlich reguliert werden. Eine durch Interleukin-6 ausgeltste
Wachstumsstimulation dieser Zellen scheint ebenfalls die Expression von BMPs
bei einigen Zelllinien und den getesteten Patienten zu beeinflussen. Die Daten
dieser Untersuchung, die eine sich vom Transkript bis hin zum extrazellularen
Protein fortsetzende Regulation der BMP-2-Expression von Myelomzellen
beschreiben, und der bereits bekannte pro-apoptotische Effekt von exogenem
BMP-2 auf diese Zellen, lassen an einen BMP-2-mediierten autokrinen
Mechanismus im Sinne einer Verstarkung des apoptotischen Stimulus denken.
Der Nachweis einer autokrinen bzw. parakrinen Wirkung von BMPs ware fur
das Multiple Myelom ein Novum. Bei anderen Neoplasien wurden derartige
Regulationen bereits gezeigt, so dass eine analoge Deutung der Ergebnisse
dieser Arbeit nahe liegt. Die Untersuchung von Hallahan et al. ist in diesem
Kontext besonders interessant, da BMP-2 bei Medulloblastom- ebenso wie bei
Myelomzellen eine pro-apoptotische Wirkung besitzt. So wird dem BMP-2 im
Medulloblastom ein mediierender parakriner Effekt bei Retinoid-induzierter
Apoptose zugeschrieben. Durch all-trans-Retinolsdure und konsekutive
Apoptose steigt sowohl die intrazellulare BMP-2-mRNA als auch die BMP-2-
Expression im Kulturiiberstand an, wobei das extrazellulare BMP-2 als Agens
einer parakrinen Wirkung auf Zellen einer weiteren Medulloblastomlinie isoliert
werden konnte (34). Des Weiteren wurde ein autokriner Mechanismus fir BMP-
2 bei reifen Kolonepithelzellen beschrieben, der ebenfalls eine
Tumorsuppression bewirkt bzw. Apoptose fordert (35).

Das Modell der autokrin durch BMPs gesteigerten Apoptose von Myelomzellen
lasst sich ebenfalls zur Erklarung der Regulation der Bcl-x -Transkription
heranziehen. Zwei verschiedene Vorstellungen konnten in diesem
Zusammenhang die Abnahme der endogenen Bcl-x_.-mRNA-Produktion durch
Myelomzellen bei Induktion von Apoptose erklaren. Einerseits konnte das Bcl-
x_-Transkript durch RTK-Inhibition direkt im Sinne eines Abschaltens bzw. einer
Unterbrechung der Aktivierung transkriptionsfordernder Elemente beeinflusst
werden. Andererseits lie3e sich eine verminderte mRNA-Detektion dieses anti-
apoptotischen Proteins dadurch erklaren, dass es durch den RTKI und
konsekutive Induktion von Apoptose zu einem Anstieg des BMPs im
Zellkulturiberstand kommt und exogenes BMP bei Myelomzellen Apoptose
durch Herunterregulation von Bcl-x. vermittelt (40,47). Dann ware die Abnahme
des intrazellularen Bcl-x -Transkriptes indirekt durch einen autokrinen BMP-
Effekt mediiert.

Die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung kdnnten somit durch das
beschriebene Modell ausnahmslos erklart werden. Ein derartiger
Zusammenhang lasst sich mit den hier erhobenen Daten und dem Wissen tber
ahnliche Konnexionen bei anderen Neoplasien zwar vermuten, um die
Hypothese zu untermauern, mussten aber noch weitere Untersuchungen
stattfinden.

58



Diskussion

— Kawamura
et al. (2000
BMP-2 779 ( )

IRTKI T ® BMP-2/-4

extrazellular

b b
intrazellular BMP-R
BMP-2
®
ol l

®
BMP-2/4-mRNA

SOCOOOK i'

Ergebnisse dieser Arbeit Apoptose

Abbildung 17. Hypothetisches Modell einer RTKI-induzierten BMP-2-vermittelten Apoptose von
Myelomzellen.

Die Daten dieser Arbeit lassen davon ausgehen, dass das BMP-2-Transkript
von Myelomzellen zum Teil einer Translation unterliegt und danach in den
Extrazellularraum gelangt. Um diese Ergebnisse zu verifizieren, konnte bei
einer Myelomzelllinie, die eine Regulation von BMPs nach Apoptoseinduktion
zeigt, mittels Transfektion von siRNA eine Inaktivierung der BMP-2-Transkripte
erreichnt werden. Wenn nach einem derartigen Versuch das intra- und
extrazellular messbare BMP-2 abfallen wirde, wéare ein kausaler
Zusammenhang der Ereignisse im Sinne einer Translation und Sekretion dieses
Proteins belegt. Um eine autokrine Funktion des BMP-2 zu zeigen, konnte nun
nach entsprechender Transfektion eine RTKI-Behandlung durchgefihrt und
danach die Rate apoptotischer Zellen bestimmt werden. Wenn sich hierbei ein
geringerer Anteil apoptotischer Myelomzellen als nach RTK-Inhibition nicht
transfizierter Zellen zeigte, sprache dies fur die genannte Hypothese.

Die Expression verschiedener BMP-Rezeptoren durch Myelomzelllinien und
primares Patientenmaterial wurde bereits von mehreren Arbeitsgruppen
gezeigt. BMP-2 und -4 gehéren zu der Subgruppe von BMPs, die ihre Wirkung
uber die Rezeptoren Alk-3 (Activin-like-kinase) und Alk-6 vermittelt (81). Da der
Rezeptorstatus der in dieser Arbeit verwendeten Myelomzelllinien nicht
untersucht wurde, musste fir die Beschreibung einer autokrinen BMP-
Regulation der Nachweis von BMP-2-Rezeptoren auf den entsprechenden
Zellen noch erbracht werden. Des Weiteren wére erneut die exogene Wirkung
von BMP-2 auf die entsprechenden Myelomzellen im Sinne einer Induktion von
Apoptose nachzuweisen. Zuséatzlich konnte eine Bestimmung der Expression
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von Bestandteilen des BMP-Signaltransduktionsweges, wie Smad 1, 4 und 5
(46), durch Myelomzellen nach Apoptoseinduktion im Vergleich zu nativen
Kulturbedingungen einen Hinweis auf den Aktivierungszustand der Kaskade
geben. Dies lieBe Ruckschlisse im Sinne eines Zusammenhangs zwischen
dem Auslésen der BMP-Signaltransduktion und der vorangegangenen
Vermittlung von Apoptose durch RTK-Inhibition zu und kdnnte somit die oben
genannte Modellvorstellung ebenfalls starken.

Interessant ware auch die Untersuchung, ob der Kulturiiberstand einer RTKI-
sensitiven Myelomzelllinie, z. B. OPM-2 oder KMS-11, bei der entsprechend
durch RTK-Inhibition Apoptose hervorgerufen wurde, bei einer gegeniiber RTK-
Inhibition resistenten Linie, z. B. RPMI-8226, Apoptose induzieren kann. Da
Kawamura et al. zeigten, dass RPMI-8226-Zellen auf exogenes BMP-2 mit
Apoptose reagieren und in der vorliegenden Arbeit im Kulturiiberstand von
RTKI-sensitiven Zellen nach entsprechender RTK-Inhibition vermehrt BMP-2
nachgewiesen wurde, ware bei einer Zunahme der Apoptoserate nach
Stimulation von  RTKI-resistenten Myelomzellen mit konditioniertem
Mediumuberstand das BMP-2 als Mediator dieser Wirkung wahrscheinlich.
Hiermit konnte in Analogie zum Medulloblastom (34) fur das Multiple Myelom
eine durch BMP-2 parakrin vermittelte RTKI-induzierte Apoptose nachgewiesen
werden.

Zusammenfassend lassen die vorliegenden Untersuchungen vermuten, dass
die Induktion von Apoptose durch RTK-Inhibition, Dexamethason und all-trans-
Retinolsaure bei Myelomzellen BMP-2- und BMP-4-mediiert erfolgt. Fur alle den
programmierten Zelltod auslosenden hier verwendeten Substanzen konnte eine
Wirkung in Form einer Heraufregulation von BMPs nachgewiesen werden,
wahrend Interleukin-6 als Wachstumsfaktor bei einigen Myelomzelllinien einen
genau gegenteiligen Effekt auf die Expression dieser pro-apoptotischen
Proteine besal3. Ob sich hier ein universeller Mechanismus fur das Multiple
Myelom abzeichnet, der von keinem speziellen Wirkstoff abh&ngig ist, sondern
allgemein bei Induktion von Apoptose auftritt bzw. dem durch Stimulation des
Myelomzelliberlebens entgegengewirkt wird, bleibt abzuwarten.

Da exogenes BMP durch seinen anti-proliferativen und apoptotischen Stimulus
sowie die Beteiligung am Knochenstoffwechsel ein interessantes potentielles
Therapeutikum fir das Multiple Myelom darstellt, ist ein besseres Verstandnis
seiner endogenen Bedeutung wichtig. Die hier erstmalig gezeigten Ergebnisse
unterstreichen die Bedeutung von endogenen BMPs im Multiplen Myelom und
sind ein Anreiz fur nachfolgende Untersuchung.
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