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1. Einleitung
1.1. Multiples Myelom: Diagnostik und Therapie

1.1.1. Epidemiologie, Symptomatik und Stadieneinteilung

Beim multiplen Myelom (MM) handelt es sich um eine klonale Tumorerkrankung
terminal differenzierter B-Lymphozyten, so genannter Plasmazellen, mit diffuser oder
multilokularer Infiltration des Knochenmarks. Es kommt je nach Land mit einer Inzidenz
von 1-4:100 000 vor und macht damit etwa 1% aller Neoplasien und etwa 13% aller
hamatologischen Erkrankungen aus'. Das Durchschnittsalter bei Diagnosestellung
betragt 61-62 Jahre, wobei nur 2% der Patienten junger als 40 Jahre und Manner etwas
haufiger als Frauen betroffen sind”.

Das MM ist charakterisiert durch Knochenmarksinfiltration mit mehr als 10% klonalen
Plasmazellen. Diese Myelomzellen bilden monoklonale, immunologisch nicht funktio-
nelle Immunglobuline, die sich im Plasma und/oder Urin detektieren lassen. Die mono-
klonalen Immunglobuline konnen zu einem Hyperviskositatssyndrom sowie zur Nieren-
insuffizienz fihren. Durch Stimulation von Osteoklasten und gleichzeitige Hemmung
von Osteoblasten kommt es zu Osteolysen und in der Folge zu Knochenschmerzen und
pathologischen Frakturen sowie zur Hypercalcamie mit den entsprechenden
Symptomen. Die Knochenmarksinfiltration und Verdrangung der dort normalerweise
ansassigen Zellen bewirkt eine Panzytopenie. Da die durch die MM-Zellen produzierten
Immunglobuline funktionslos sind, kommt es in Kombination mit der Verdrangung der
gesunden Plasmazellen aus ihrer Knochenmarksnische zum Antikérpermangelsyndrom

mit vermehrter Infektionsanfalligkeit der Patienten.

Stadium | Erfullung aller 4 Kriterien:

1. Hb > 10 g/dI

2. Serum-Ca? normal

3. keine oder maximal eine Osteolyse

4. niedrige Konzentration monoklonaler Immunglobuline im Serum
(IgG < 50 g/l, IgA < 30 g/l) bzw. Leichtketten im Urin (< 4 g/24 h)

Stadium Il weder Stadium | noch Stadium Il
Stadium lll | Erflllung mindestens eines Kriteriums:
« Hb<38,5g/dl

*  Serum-Ca* > 12 mg/dl

e ausgepragte Osteolysen / Osteoporose

¢ hohe Konzentration monoklonaler Immunglobuline im Serum
(IgG > 70 g/l, IgA > 50 g/l) bzw. Leichtketten im Urin (> 12 g/24 h)

Zusatz ,B* bei eingeschrankter Nierenfunktion mit Serum-Kreatinin > 2 mg/dl

Tabelle 1: Stadieneinteilung des multiplen Myeloms nach Durie und Salmon.
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Risikogruppe B2-Mikroalbumin Albumin Tabelle 2: Prognosegruppen bei
I < 3,5 mg/| > 35 gl behandlungsbedirftigem multip-
: lem Myelom (International Myelo-
I <3,5mg/l <354/ ma Working Group).
3,5-5,5mgll -
1] = 5,5 mg/l -

Die Stadieneinteilung des MM erfolgt nach Durie und Salmon (Tabelle 1), zusatzlich
wurde eine prognostische Einteilung bei behandlungsbedurftigem MM von der Interna-
tional Myeloma Working Group publiziert (Tabelle 2). Eine Therapie wird heutzutage bei
Patienten, bei denen eine Endorganschadigung aufgetreten ist, initiiert. Diese Kriterien,
die unter dem leicht zu merkenden Namen ,CRAB-Kriterien“ zusammengefasst wurden,

betreffen eine Funktionsstorung folgender Organe oder Systeme:
C — Calcium (Hyperkalzamie)

R — Renal (Niere)

A — Anemia (Anamie)

B — Bone (Knochen).

1.1.2. Die Therapie des multiplen Myeloms

Die mittlere Uberlebenszeit nach Diagnosestellung betragt derzeit je nach Stadium und
Therapie etwa drei bis sieben Jahre, wobei die Prognose seit Ende der 60er Jahre bis
etwa 1994 konstant blieb und sich seitdem deutlich verbessert hat™.

Ende der 50er Jahre des vergangenen Jahrhunderts gab es mit der Einfuhrung von
Melphalan erstmals eine Therapie des MM, die langer andauernde Remissionen
bewirkte, kurz darauf zeigten Studien einen Vorteil durch Kortikosteroidgabe?. Seit Ende
der 60er Jahre erfolgte die Therapie des MM durch eine Kombination von Melphalan
und Prednison, was zu einer deutlichen Verbesserung der Prognose mit einer mittleren
Uberlebenszeit von etwa 2,5 Jahren nach Diagnosestellung fiinrte®. In den folgenden
Jahrzehnten gab es trotz etlicher Versuche, Melphalan mit anderen Chemotherapeutika
zu kombinieren, kaum Fortschritte in der Therapie des MM?.

Anfang der 90er Jahre kam dann die Hochdosischemotherapie mit Melphalan gefolgt
von einer autologen Stammzelltransplantation (ASCT) als Therapiealternative hinzu.
Hierauf folgte zwischen 1994 und 2000 ein Anstieg der mittleren Lebenserwartung um
etwa 12 bis 18 Monate auf knapp vier Jahre>.

Die Suche nach neuen Substanzen mundete schliel3lich in der Entdeckung neuer wirk-

samer Medikamente zur Therapie des MM: Als effektive Therapeutika stellten sich die
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Immunmodulatoren Thalidomid und sein Derivat Lenalidomid sowie der Proteasom-
inhibitor Bortezomib heraus, die fur den Anstieg der Lebenserwartung beim MM ab dem
Jahr 2000 verantwortlich gemacht werden?. Diese neuen Substanzen wurden zunachst
nur fur die Sekundartherapie beim refraktaren MM eingesetzt, seit dem Jahr 2008 sind
jedoch Thalidomid und Bortezomib jeweils in Kombination mit Melphalan und Prednison
auch zur Initialtherapie zugelassen.

Trotz der Fortschritte in der Therapie wird nur eine kleine Subgruppe von MM-Patienten
geheilt, bei der Mehrzahl der Patienten handelt es sich beim MM jedoch weiterhin um

eine unheilbare Erkrankung mit letztlich infauster Prognose.
1.1.3. Signalwege beim multiplen Myelom und Angriffsziele neuer Therapeutika

Ungeachtet der Entwicklungen der letzten Jahre bleibt das MM eine meist unheilbare
Erkrankung. Mit zunehmender Krankheits- und Therapiedauer kommt es oft zu Resis-
tenzen gegenuber den verwendeten zytotoxischen Substanzen. Die Entwicklung neuer
Therapiemoglichkeiten mit moglichst geringem Nebenwirkungsprofil ist daher fur diese
Erkrankung von groBer Bedeutung. Hierfiir ist die Kenntnis der fir das Uberleben und
Wachstum der MM-Zellen wichtigen Signaltransduktionswege von entscheidender
Bedeutung, um neue Angriffsziele fur die spezifische Therapie auszumachen.

Es gibt im Wesentlichen vier Signalkaskaden, die fur das Uberleben der MM-Zellen ent-
scheidend sind (Abbildung 1)*

1. Der Januskinase (JAK) / signal transducer and activator of transcription (Stat)-
Signalweg, der durch die Zytokine Interleukin-6 (IL-6) und Interferon a (IFNa)
aktiviert wird. IL-6 wird, angeregt durch direkten Zellkontakt mit den MM-Zellen und
von diesen sezerniertes Interleukin-1 (IL-1), im Knochenmark von MM-Patienten
durch Monozyten, myeloide Zellen sowie Stromazellen verstarkt exprimiert*".

2. Der Phosphatidylinositol-3-Kinase (PI3K) / Akt-Signalweg, der hauptsachlich durch
insulin-like growth factor 1 (IGF-1), im Wesentlichen produziert durch Hepatozyten
und Osteoblasten, und Heparin-bindende Faktoren sowie in geringerem Ausmaf}
durch IL-6 aktiviert wird* 125,

3. Der durch IGF-1 und B cell-activating factor (BAFF) sowie durch verschiedene
intrazellulare Signalkaskaden wie z.B. Akt aktivierten nuclear factor kB (NFkB)-

Signalweg* 1¢'8,
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4. Der mitogen-activated protein kinase (MAPK) / extracellular signal regulated kinase
(ERK1/2 = p44/42 MAPK)-Signalweg, der durch alle genannten Faktoren aktiviert
werden kann* "9,

Der Grofteil der derzeit in Entwicklung befindlichen Therapeutika wirkt entweder als
Antagonist an den jeweiligen Zytokinrezeptoren oder inhibiert Komponenten der oben
genannten Signalwege innerhalb der MM-Zellen, wobei letzteres auch indirekt bei-
spielsweise durch Aktivierung des Abbaus z.B. Uber das Proteasom oder verminderte

Expression der Signaltransduktoren erfolgen kann®-%,

MEK >

Stat3

Abbildung 1. Ubersicht iiber die fiir das Uberleben von Myelomzellen wichtigsten
Signalwege. Angelehnt an T. Hideshima und K. C. Anderson, Nat. Rev. Cancer 20022°. Die
Proliferation von MM-Zellen wird hauptsachlich ber den ERK-Signalweg vermittelt, dieser wird
im Wesentlichen durch IL-6 und IGF-1 und in geringerem Ausmald durch weitere Zytokine
aktiviert. Sowohl der JAK/Stat3-Signalweg als auch der PI3K/Akt-Signalweg wirken hemmend
auf die Apoptose durch Aktivierung antiapoptotischer Faktoren wie BCL-2 related protein long
isoform (BCL-X.) und myeloid cell leukaemia sequence 1 (MCL1) bzw. BCL-2 antagonist of cell
death (BAD). Beide letztgenannten Signalwege werden durch IL-6 und IFNa aktiviert, wobei der
PI3K/Akt-Signalweg noch durch eine Reihe weiterer Faktoren aktiviert werden kann. PI3K
aktiviert nicht nur Akt sondern auch Proteinkinase C (PKC), die wiederum an der Migration von
MM-Zellen im Knochenmark beteiligt ist. Der NFkB-Signalweg wird unter anderem Uber den
PI3K/Akt-Signalweg aktiviert, Uber die Aktivierung von Cyclin D tragt er zur Progression des
Zellzyklus bei. IL: Interleukin, IGF-1: insuline like growth factor 1, VEGF: vascular endothelial
growth factor, TNFa: tumor necrosis factor a, SDF-1a: stromal cell derived factor 1a, RAF:
Onkogen, MEK: MAPK/ERK Kinase. = Aktivierung; - Hemmung.



1. Einleitung Seite 12

1.2. Hitzeschockprotein 90

1.2.1. Vorkommen und Funktion

Beim Hitzeschockprotein 90 (Hsp90) handelt es sich um ein ubiquitar vorkommendes
Chaperon, dessen Funktion weniger in der de-novo Proteinfaltung als viel mehr in der
ATP-abhangigen Stabilisierung labiler Signaltransduktionsmolekdile liegt® *'. Beim Men-
schen gibt es finf Isoformen von Hsp903%* **: Hsp90a und Hsp90B kommen im Zytosol
vor, wobei Hsp90B konstitutiv exprimiert wird, wohingegen die Expression von Hsp90a
bei Stress induziert wird. Des Weiteren gibt es mit glucose regulated protein 94
(GRP94) eine Isoform im endoplasmatischen Retikulum und mit tumor necrosis factor
receptor-associated protein 1 (TRAP1) eine mitochondriale Isoform. Die flnfte Isoform,
Hsp90N, wird membrangebunden an der Zelloberflache exprimiert.

Das Hsp90-Molekil besitzt an seinem Aminoterminus eine Adenosintriphosphat (ATP)-
bindende Domane, am Carboxyterminus eine Domane, die der Dimerisierung sowie der
Assoziation mit Cochaperonen dient, und eine Mitteldomane, die fur die Rekrutierung
der Substratmolekiile verantwortlich ist** **. Hsp90 ist nur als Homodimer funktionell®.
Des Weiteren bendétigt es verschiedene Cochaperone, die der Modulation der ATPase-
Aktivitat, der Stabilisierung von Hsp90 im aktiven, ATP-gebundenen Zustand, sowie der
Rekrutierung von Substratmolekiilen dienen® ¥ 3  Eine weitere Moglichkeit der
Regulation der Hsp90-Aktivitat besteht in der posttranslationalen Modifikation z.B. in
Form einer Acetylierung, Phosphorylierung oder Nitrosylierung®. Kann Hsp90 seine
Chaperonfunktion nicht erfullen, so kommt es zur Rekrutierung des carboxyl terminus of
Hsc70-interacting protein (CHIP), einer E3-Ubiquitinligase, die den Abbau des Substrat-

proteins Uiber den Ubiquitin-Proteasom-Weg einleitet®.
1.2.2. Hitzeschockprotein 90 als Zielmolekiil fur die antineoplastische Therapie

Auf den ersten Blick scheint es unwahrscheinlich, durch Hemmung eines ubiquitar
exprimierten Proteins in einem Organismus gezielt Tumorzellen angreifen zu kdénnen.
So erfolgte auch die Entdeckung der zytostatischen Effekte des ersten Hsp90-Inhibitors,
Geldanamycin, eher zufallig: Geldanamycin wurde 1970 als Antibiotikum aus Strepto-
myces hygrocopicus isoliert*®. 1986 wurde im Rahmen eines Substanzscreenings ent-
deckt, dass Geldanamycin in der Lage ist, den Phanotyp RS-Virus-infizierter, transfor-
mierter Zellen wieder zu normalisieren*'. Damals wurde angenommen, der Wirkmecha-

nismus bestunde in der Inhibition der Proteinkinase p60°°, erst 1994 konnte gezeigt
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werden, dass der tatsachliche Wirkmechanismus in der Inhibition von Hsp90 besteht
und dass es sich bei p60°° lediglich um eines der Substrate von Hsp90 handelt*’. Seit-
her sind zahlreiche Substrate (so genannte "clients") von HSP90 identifiziert worden, zu
denen zahlreiche, fur viele Stoffwechselwege essentielle Molekule, wie z.B. Signalweg-
Kinasen, gehoren (aktualisierte Liste von Substraten unter http://www.picard.ch).

Zur deutlich héheren Sensitivitat beztglich Hsp90-Inhibition von maligne transformierten
Zellen gegenuber der niedrigen Sensitivitdt von normalem Gewebe gibt es verschiede-
ne Theorien: Einerseits beinhalten die Substrate von Hsp90 zahlreiche Onkogene,
deren Stabilitat insbesondere, wenn sie mutiert sind, von Hsp90 abhangig ist und deren
Vorhandensein essentiell fiir das Uberleben der malignen Zelle ist***’. Des Weiteren
weisen diverse Tumorentitaten inklusive des MM eine Uberexpression von Hsp90 auf.
Dies kann zur Toleranz der malignen Zellen gegenuber Stressoren wie Hypoxie, Azido-
se und Nahrstoffmangel flhren*>*. Untersuchungen zeigten zudem eine Anreicherung
von Hsp90-Inhibitoren im Tumorgewebe sowie eine etwa 100-fach starkere Bindung der
Hsp90-Inhibitoren an Hsp90 aus Tumorzellen verglichen mit Hsp90 aus normalen
Zellen®**8, Hinzu kommt, dass Hsp90 in Tumorzellen hauptsachlich in einem Multi-
chaperonkomplex mit hoher ATPase-Aktivitat und hoher Substrataffinitat vorkommt,
wohingegen es in normalen Zellen grof3tenteils in latentem, unkomplexiertem Zustand
vorliegt™: 8. Erklarungen fiir diese Tatsachen kdnnten sowohl tumorspezifische post-
translationale Modifikationen von Hsp90 als auch tumorspezifische Modifikationen der
Hsp90-Inhibitoren sein. Zudem weicht das Expressionsmuster der Cochaperone in
Tumorzellen mdglicherweise von dem normaler Zellen ab oder die Cochaperone
kdnnten modifiziert sein®'.

Geldanamycin selbst fand auf Grund seiner starken Hepatotoxizitat in praklinischen
Tierversuchen nie klinische Anwendung, seit der Entdeckung seines Potenzials fur die
Tumortherapie erfolgte jedoch die Suche nach anderen Substanzen mit gleichem Wirk-
mechanismus. Der erste Hsp90-Inhibitor, der 1999 in die klinische Testung gelangte,
war ein Derivat des Geldanamycins, das 17-Allylamino-17-Demethoxygeldanamycin
(17-AAG). Dieses erwies sich zwar bezuglich seiner Toxizitat als tolerabel, zeigte jedoch
nur mafiges Ansprechen der Tumorzellen, was moglicherweise durch seine schlechte
Loslichkeit im wassrigen Milieu bedingt war®? 3. Eine Weiterentwicklung stellt das 17-
Dimethylaminogeldanamycin (17-DMAG) dar, das eine bessere Ldslichkeit als 17-AAG

aufweist, aber ahnlich gut tolerabel ist. Aktuell werden niedermolekulare synthetische
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Substanzen mit hoher inhibitorischer Potenz flir Hsp90 und gunstigerem Neben-

wirkungsprofil verglichen mit den Geldanamycin-Derivaten entwickelt®.
1.2.3. AUY922 und HSP990

Bei AUY922 und HSP990 handelt es sich um niedermolekulare synthetische Hsp90-
Inhibitoren, die am Institute of Cancer Research, London, entdeckt wurden und durch
die Firma Novartis fur die Anwendung in der Tumortherapie weiterentwickelt werden.
Wie die meisten derzeit verfugbaren Hsp90-Inhibitoren binden sie an die ATP-
Bindungsstelle des Hsp90-Molekuls und verhindern so die ATP-Hydrolyse und damit die
Chaperonfunktion von Hsp90%. Im Folgenden kommt es zur Ubiquitinierung der Hsp90-
Substrate und im Anschluss zum Abbau der Substrate Uber das Proteasom.

Die Strukturformel von AUY922 ist in Abbildung 2 dargestellt. Die chemische Struktur
von HSP990 wurde bislang nicht offen gelegt. Laut Hersteller soll eine hohe strukturelle
Ahnlichkeit zu AUY922 bestehen, wobei HSP990 durch Modifikationen oral bioverfligbar

sein soll, wohingegen AUY922 nur intravends appliziert werden kann.

o
o

HO

I
e - NH'/
OH © q__,{j; 0
Abbildung 2. Strukturformel von AUY922°%,

1.3. Histondeacetylasen und Histondeacetylaseinhibitoren

Beim Menschen sind 18 Histondeacetylasen (HDACs) bekannt, die sich in Zn?*-abhan-
gige und Nicotinamidadenindinukleotid (NAD*)-abhangige Enzyme und diese wiederum
je nach Ahnlichkeit mit ihren Homologen in der Hefe Saccharomyces cerevisiae in
verschiedene Klassen einteilen lassen. Zu den Zn?*-abhangigen HDACs gehoren die
Klassen | (HDAC 1, 2, 3 und 8), Il (HDAC 4, 5, 7 und 9), lla (HDAC 6 und 10) sowie IV
(HDAC 11). Die Klasse-I-HDACs kommen ausschlieRlich im Nukleus vor, wo sie eine
wichtige Rolle bei der Proliferation spielen. Die Klasse-II- und -IV-HDACs werden
gewebespezifisch exprimiert, kdbnnen auch im Zytoplasma lokalisiert sein und Uben ihre

Funktion vor allem bei der Zelldifferenzierung aus®*®. HDACs filhren — im Komplex mit
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verschiedenen Transkriptionsfaktoren, Coaktivatoren und Corepressoren — Uber die
Deacetylierung von Histonen zur Freilegung von Aminogruppen, die wiederum mit der
negativ geladenen DNA interagieren. Dies flihrt zur Kondensation der DNA in Form von
Nukleosomen, die fur die Transkription nicht mehr zuganglich sind. Inzwischen sind
auch diverse Nicht-Histon-Proteine bekannt, deren Funktion durch Acetylierung reguliert
wird und die Substrate von HDACs sind. Hierzu gehoéren Transkriptionsfaktoren,
Zellzyklusregulatoren, verschiedene intrazellulare Signalmolekiile und Rezeptoren,
DNA-Reparaturenzyme, Komponenten des Zytoskeletts sowie Chaperone inklusive
Hsp90°"-"°.

Ahnlich wie bei den Hsp90-Inhibitoren erfolgte auch die Entdeckung der HDACs als
Zielmolekiil der antineoplastischen Therapie eher zufallig”': Bereits 1971 beobachtete
C. Friend, dass Dimethylsulfoxid (DMSO) in der Lage ist, in transformierten Zellen eine
Differenzierung anzuregen’. Wenig spater zeigte sich, dass hierfir die polare Kompo-
nente des DMSO verantwortlich ist™. In den folgenden Jahren wurden verschiedenste
Substanzen entwickelt, die effektiver wirkten und eine geringere Toxizitat aufwiesen,
was letztlich 1996 in der Entwicklung von suberoyl anilid hydroxamic acid (SAHA), bis
heute die Leitsubstanz der HDAC-Inhibitoren, gipfelte’” ™. Ein Zusammenhang
zwischen den neuen Substanzen und einer verstarkten Histonacetylierung war zwar
schon langer bekannt, die Inhibition von HDACs als Wirkmechanismus von SAHA
wurde jedoch erst 1998 geklart™.

Inzwischen sind diverse HDAC-Inhibitoren bekannt, die sich in funf verschiedene
Substanzgruppen einteilen lassen: Fettsauren, zyklische Tetrapeptide, Benzamide,
Ketone und Hydroxamsauren wie SAHA®" 7® 77 Es zeigte sich, dass nur 2-10% aller
Gene durch HDAC-Inhibitoren beeinflusst werden, wobei ebenso viele Gene herauf- wie
herabreguliert werden und dass vor allem Gene betroffen sind, die eine wichtige Rolle
beim Uberleben der Zelle spielen®” % 7780 So erfolgt beispielsweise eine verstarkte
Expression pro-apoptotischer und eine verminderte Expression anti-apoptotischer
Gene. Interessanterweise erwiesen sich transformierte Zellen als etwa zehnfach
sensibler gegenliber der HDAC-Inhibition als normale Zellen’® ®. Eine mogliche
Erklarung hierfur liegt einerseits in der Tatsache, dass der Effekt von SAHA reversibel
ist und nur relativ kurz anhalt, sodass sich normale Zellen mit intakten Signalkaskaden
und folglich mehr kompensatorischen Mdoglichkeiten schneller erholen koénnten™.
Andererseits konnte gezeigt werden, dass HDAC-Inhibitoren die Produktion freier

Radikale (ROS) bewirken, was in normalen Zellen durch die Expression von
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Thioredoxin abgefangen werden kann, wohingegen transformierten Zellen unter der
Therapie mit HDAC-Inhibitoren Thioredoxin vermindert und Thyroxin-bindendes Protein-
2 verstarkt exprimieren®? 8, Der genaue Mechanismus, iber den HDAC-Inhibitoren zum
Tod von Tumorzellen fuhren, ist bislang ungeklart. Es zeigte sich, dass sowohl Apoptose
Uber den extrinsischen und intrinsischen Weg als auch Autophagie, Nekrose und
Modulation der Immunfunktion eine Rolle spielen, zudem wird die Zellmigration und
Metastasierung gehemmt’® #. Die HDAC-Inhibitoren, die bisher in die klinische Testung
gelangten, hemmen entweder nur Klasse-I-HDACs oder es handelt sich, wie bei SAHA,
um pan-HDAC-Inhibitoren, die alle Zn#*-abhangigen HDACs hemmen. Spezifische
HDAC-Inhibitoren befinden sich in der Entwicklung, bisher ist jedoch nicht bekannt, ob
sie hinsichtlich Wirkung und Vertraglichkeit Vorteile bieten.

SAHA (Vorinostat, Zolinza®) ist 2006 von der US-amerikanischen Behorde fiir Lebens-
mittel- und Arzneimittelsicherheit (FDA) zur Therapie des refraktaren kutanen T-Zell-
Lymphoms zugelassen worden. Derzeit laufen Phase-llI-Studien bei verschiedenen
hamatologischen und soliden Tumoren, das MM eingeschlossen.

LBH589 (Panobinostat) gehort ebenfalls in die Klasse der Hydroxamsaure-pan-HDAC-
Inhibitoren und zeigt eine ahnlich gute Vertraglichkeit wie SAHA. Es weist jedoch eine
etwa zehnfach hohere inhibitorische Potenz auf und hat eine langere Halbwertszeit® %.
Auch mit LBH589 laufen zurzeit verschiedene klinische Studien bei vor allem hamato-

logischen Neoplasien.
1.4. Zellzyklus und Apoptose

Als Zellzyklus bezeichnet man den Zeitraum zwischen zwei mitotischen Teilungen.
Dieser gliedert sich in die Mitose oder M-Phase und die Interphase, die sich wiederum
in G1-, S- und G2-Phase unterteilt. In der im Anschluss an die Mitose stattfindenden
G1-Phase erfolgt eine Synthese von RNA und Proteinen, die Zelle besitzt einen ein-
fachen diploiden Chromosomensatz (2n). Der Beginn der DNA-Replikation markiert den
Ubergang zur S-Phase, diese dauert per definitonem so lange, bis die gesamte DNA
verdoppelt ist. Die G2-Phase erstreckt sich vom Ende der S-Phase bis zum Beginn der
Mitose, in dieser Zeit besitzt die Zelle zwei vollstandige diploide Chromosomensatze
(4n). In der anschlieRenden Mitose erfolgt die Zellteilung, bei der jede Tochterzelle
einen diploiden Chromosomensatz erhalt.

Die molekulare Grundlage fur den Ablauf des Zellzyklus bilden Phosphorylierung und

Dephosphorylierung. Phasenspezifisch erfolgt die Expression von Cyclinen, diese
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agieren als Aktivatoren bestimmter Kinasen, so genannter Cyclin-abhangiger Kinasen
(Cdk), die durch Phosphorylierung ihrer Substrate zur Aktivierung der in der entspre-
chenden Phase des Zellzyklus benétigten Signalwege fiihren. Mit Ubergang in die
nachste Phase des Zellzyklus werden die jeweiligen Cycline abgebaut, in der Folge sind
die von ihnen abhangigen Kinasen nicht mehr aktiv, ihre Substrate werden wieder
dephosphoryliert und die entsprechenden Signalwege deaktiviert.

Das Voranschreiten des Zellzyklus wird an zwei Punkten kontrolliert: Der G1-
Restriktionspunkt am Ende der G1-Phase entscheidet Uber den Beginn der S-Phase
und der G2/M-Kontrollpunkt am Ende der G2-Phase Uber den Beginn der Mitose. Sind
nicht alle Voraussetzungen flr ein erfolgreiches Voranschreiten des Zellzyklus erfullt,
stoppt der Zellzyklus. Lassen sich die Bedingungen flir eine erfolgreiche Zellteilung
weiterhin nicht erfullen, begibt sich die Zelle in Apoptose.

Bei Tumorzellen liegt oft ein Defekt der an den Kontrollpunkten beteiligten Zellzyklus-

regulatoren vor, sodass es zur ungehemmten Zellteilung kommt.
1.4.1. Caspasen und ihre Rolle bei der Induktion von Apoptose

Die Einleitung der Apoptose erfolgt durch Spaltung und damit Aktivierung verschiedener
Caspasen. Bei der Apoptoseinduktion spielen vor allem die Caspasen 2, 8, 9 und 10
eine Rolle?’. Nach Bindung spezifischer Liganden an Rezeptoren der TNF-Familie, wie
z.B. Fas (CD95) oder TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor (TRAIL-R1 und
-R2), die an der Zelloberflache exprimiert werden, erfolgt die Bildung des so genannten
death inducing signal complex (DISC), der zur Spaltung und damit zur Aktivierung von
Caspase-8 fuhrt®®*°, Die Aktivierung von Caspase-10 erfolgt dhnlich wie die von
Caspase-8, die genaue Funktion von Caspase-10 ist jedoch noch ungeklart®°,
Caspase-9 hingegen wird durch intrazellularen Stress, wie beispielsweise Hitzeschock,
Oxidation oder DNA-Schaden, Uber die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus Mitochon-
drien aktiviert®2,

Die Aktivierung von Caspase-2 erfordert sowohl Stress, z.B. in Form von DNA-
Schadigung, als auch die Aktivierung membrangebundener tumor necrosis factor
(TNF)-Rezeptoren®. Caspase-2 ist die einzige Caspase, die nicht nur im Zytoplasma
sondern auch im Zellkern vorkommt und hier Kontrolle Gber den G2/M-Kontrollpunkt
des Zellzyklus ausiibt**. AuBerdem scheint sie nicht nur als Initiator- sondern auch als

Effektorcaspase agieren zu konnen®. Bei der physiologischen Induktion der Apoptose
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spielt Caspase-2 vermutlich keine oder nur eine untergeordnete Rolle, wobei ihre viel-
faltigen Funktionen noch nicht vollstandig erforscht sind®’.

Caspase-3, sowie in geringerem Mal} Caspase-6 und -7, werden teils direkt durch die
Initiatorcaspasen, teils Uber weitere Faktoren aktiviert und fuhren letztendlich Uber die
Spaltung verschiedener Substrate, die vor allem aus Strukturproteinen des Nukleus und
des Zytoskeletts sowie diversen intrazellularen Signalmolekllen bestehen, zur Apop-

t03687’ 95-98.
1.5. Kombinationseffekte und Synergie

Die Kombination mehrerer Substanzen gehdrt bei der antineoplastischen Therapie zum
Standard. Es erscheint auf den ersten Blick logisch, dass die Kombination insbesondere
von Substanzen mit unterschiedlichem Wirkmechanismus von Vorteil hinsichtlich der
bendtigten Dosis ist. Dies zu objektivieren kann jedoch problematisch werden: Von
Synergie spricht man, wenn der Effekt, der durch Substanzkombination erreicht wird,
grolRer ausfallt als zu erwarten war. Umgekehrt spricht man von einem antagonistischen
Effekt, wenn der tatsachlich erreichte Effekt geringer war als der zu erwartende. Die
Schwierigkeit liegt nun darin, den erwarteten Effekt zu bestimmen. Eine simple Addition
der Effekte ist sinnlos, wie folgendes Beispiel verdeutlicht: Kombiniert man zwei
Substanzen, die in der eingesetzten Konzentration jeweils zu 60% Inhibition flhren,
musste die Kombination zu einer Inhibition von 120% flihren — was unmaglich ist.

Ist zu zwei Kombinationspartnern der jeweilige Wirkmechanismus vollstandig bekannt,
so lieke sich daraus theoretisch der erwartete Kombinationseffekt berechnen. Die
Berechnung gestaltet sich jedoch umso schwieriger, je komplizierter der Wirkmecha-
nismus ist: Im Fall der Hsp90-Inhibition mussten alle Interaktionen, an denen Hsp90
beteiligt ist, bertcksichtigt werden. Dies wirft nicht nur mathematische Probleme auf,
sondern ist angesichts der vielfaltigen Interaktionen und unserer begrenzten Kenntnis
daruber nicht moglich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Beschreibung der Kombinationseffekte das Modell
von Chou und Talalay verwendet, bei dem die Berechnung des erwarteten Effekts auf
Grundlage der Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Einzelsubstanzen erfolgt®. Dabei wird
der so genannte Kombinationsindex Cl bestimmt, der die Interaktion zweier Substanzen
charakterisiert: Cl < 1 bedeutet Synergie, Cl > 1 Antagonismus und Cl = 1 bedeutet,

dass beide Substanzen additiv wirken, was dem zu erwartenden Effekt entspricht.
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1.6. Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der zytotoxischen Effekte der neu-
artigen Hsp90-Inhibitoren AUY922 und HSP990 auf Zellen des MM. Weder zu AUY922
noch zu HSP990 gab es bei Beginn der experimentellen Arbeit zu dieser Promotion
publizierte Daten. Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine in vitro Untersuchung dieser
beiden neuen Hsp90-Inhibitoren bei verschiedenen MM-Zelllinien sowie bei primaren
Zellen aus Knochenmarkaspirat von MM-Patienten erfolgen. Zunachst sollte eine Unter-
suchung von AUY922 und HSP990 als Einzelsubstanz erfolgen, im Anschluss sollten
beide Hsp90-Inhibitoren mit anderen zytotoxischen Substanzen kombiniert und die
Kombinationseffekte analysiert werden. Im Detail sollten dabei die folgenden Fragen
geklart werden:
= In welchem Konzentrationsbereich wirkt AUY922 bzw. HSP990 antiproliferativ auf
MM-Zellen und wie grof ist der maximal erreichbare Effekt bezuglich der Viabilitats-
reduktion?
= Gibt es Unterschiede bezuglich der Wirksamkeit von AUY922 bzw. HSP990
zwischen den verschiedenen MM-Zelllinien und primaren MM-Zellen?
= Erfolgt der zytotoxische Effekt durch AUY922 bzw. HSP990 beim MM durch die
Induktion von Apoptose? Falls ja:
= Gibt es einen spezifischen Zeitpunkt des Zellzyklusarrests?
= Uber welchen Mechanismus leitet AUY922 bzw. HSP990 die Apoptose bei MM-
Zellen ein?
= Lasst sich die fur andere Hsp90-Inhibitoren beobachtete Expressionssteigerung
von Hsp70 auch bei der Behandlung mit AUY922 bzw. HSP990 beobachten?
= Wie wirkt sich AUY922 bzw. HSP990 auf die fiir das Uberleben von MM-Zellen
entscheidenden intrazellularen Signalkaskaden aus?
= Lasst sich durch Kombination von AUY922 bzw. HSP990 mit anderen Substanzen
der zytotoxische Effekt auf MM-Zellen steigern? Falls ja:
= Gibt es eine optimale zeitliche Reihenfolge bei der Substanzapplikation?
= Handelt es sich um einen additiven oder synergistischen Effekt?
= Gibt es Unterschiede zwischen den verschiedenen MM-Zelllinien bezlglich des

Kombinationseffekts?
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= Wie erfolgt die Apoptoseeinleitung bei der Kombination von AUY922 bzw.
HSP990 mit anderen Substanzen? Gibt es Unterschiede zur Apoptose-
einleitung durch die jeweiligen Einzelsubstanzen?
= Gibt es Unterschiede in der Wirkung zwischen AUY922 und HSP9907?
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2.1. Materialien

2.1.1. Zytostatika

AUY922
Doxorubicin
HSP990
LBH589
Melphalan
SAHA
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Novartis, Basel, CH

Cell Pharm, Hannover
Novartis, Basel, CH

Novartis, Basel, CH
GlaxoSmithKline, Brentford, UK

Alexis Biochemicals, Lausen, CH

Im Fall von Doxorubicin und Melphalan wurden Formulierungen zur i.v. Applikation

verwendet, wobei die Melphalan-Lésung direkt vor der Verwendung frisch zubereitet

wurde. Alle anderen Zytostatika wurden als Reinsubstanzen in DMSO in einer Stock-

konzentration von 10 mM geldst, aliquotiert und bei -20 °C gelagert.

2.1.2. Antikorper und MACS MicroBeads

Akt Antibody
Aktin (1-19)

AlexaFluor647 F(ab’). fragment of goat anti-

mouse IgG (H+L)

AlexaFluor647 goat anti-rabbit (H+L)
AlexaFluor647 Mouse IgG1 k Isotype Control
anti-CD138-FITC

anti-CD38-PerCP-Cy5

Anti-Phospho-ERK 1/2 (T202/Y204)
AlexaFluor647

bovine anti-rabbit IgG HRP

Caspase-2 (C2) Mouse mAb

Caspase-3 Antibody

Caspase-8 (1C12) Mouse mAb

Caspase-9 Antibody (Human specific)
CD138 Microbeads

Hsp70 [W27] antibody

IgGy+-FITC

Monoclonal Mouse IgG2A Isotype Control Ab

Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Invitrogen, Carlsbad, USA

Invitrogen, Carlsbad, USA

BD Biosciences, Rutherford, USA
AbD serotec, Kidlington, UK
Immunotech, Marseille, F

BD Biosciences, Rutherford, USA

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA
Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Cell Signaling Technology, Danvers, USA
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach
GeneTex, Irvine, USA

BD Biosciences, Rutherford, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA
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Normal Rabbit IgG
p44/42 MAP Kinase Antibody

Phospho-Akt (Ser473) (193H12) Rabbit mAb

R&D Systems, Minneapolis, USA
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Cell Signaling Technology, Danvers, USA

Cell Signaling Technology, Danvers, USA

polyclonal goat anti-mouse immunglobulins/HRP DAKO, Glostrup, DK

polyclonal rabbit anti-goat immunglobulins/HRP  DAKO, Glostrup, DK

2.1.3. Fertigkits, Chemikalien und Reagenzien

3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-

tetrazoliumbromid
Ammoniumpersulfat (APS)
B-Mercaptoethanol
B-Mercaptoethanol (fiir Zellkultur)
BCA Protein Assay Kit
Bromphenolblau

BSA

Complete Protease Inhibitor EDTA-free
DMSO

ECL Plus

Entwickler

Ethanol 96% unvergallt
Fetal Bovine Serum (FCS)
Fix Buffer |

Fixierer

Glycerin

Glycin

HCI 2M

IMDM Zellkulturmedium
L-Glutamin

Methanol

NaCl

Natriumpyruvat

Nonidet P40

PBS
Penicillin/Streptomycin
Percoll

PhosphoSafe

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Serva, Heidelberg
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA

Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Merck, Darmstadt
AppliChem, Darmstadt
Roche, Basel, CH
AppliChem, Darmstadt

GE Healthcare, Solingen
Kodak, Rochester, USA
J.T.Baker, Phillipsburg, USA

Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA
BD Biosciences, Rutherford, USA

Kodak, Rochester, USA
Serva, Heidelberg

Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

PAA Laboratories, Pasching, A
Biochrom AG, Berlin

Merck, Darmstadt

Carl Roth, Karlsruhe

PAA Laboratories, Pasching, A
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
PAA Laboratories, Pasching, A
Biochrom AG, Berlin

Biochrom AG, Berlin

Novagen/Merck, Darmstadt
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Precision Plus Dual Color Standards BioRad, Hercules, USA
Propidiumjodid Bender Med Systems, Heidelberg
Re-Blot Plus Strong Antibody Stripping Solution Chemicon International, Temecula, USA
rh Annexin V/FITC Kit Bender Med Systems, Heidelberg
RNase A Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Rotiphorese Gel 30 Carl Roth, Karlsruhe

RPMI Zellkulturmedium Gibco/Invitrogen, Carlsbad, USA
SDS Carl Roth, Karlsruhe
Sperminhydrochlorid Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tris Base Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tris(Hydroxymethyl)aminomethan Merck, Darmstadt

Trisodiumcitrat (2 H,O) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Trockenmilchpulver Nestlé, Vevey, CH

Trypanblau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA
Tlrk’sche Losung Merck, Darmstadt

Tween 20 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

2.1.4. Puffer und Losungen

MTT-1 Reagenz 5 mg/ml 3-[4,5-Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyl-
tetrazoliumbromid in PBS

MTT-2 Reagenz 10% SDS in 0,01 M HCI

Lésung B (Zellzyklus) Trisodiumcitrat (2 H,O) 19

pH 7,6 Nonidet P 40 1,0%
Sperminhydrochlorid 0,522 g
Tris(Hydroxymethyl)aminomethan 0,061 g
RNase A 100 mg
Aqua dest. auf 1|

Lésung C (Zellzyklus) Trisodiumcitrat (2 H,O) 19

pH 7,6 Nonidet P 40 1,0%
Sperminhydrochlorid 0,522 g
Tris(Hydroxymethyl)aminomethan 0,061 g
Propidiumjodid 208 mg
Aqua dest. auf 11

Trenngel 10/ 12/ 15 % (SDS-PAGE) Aqua dest. 6/5/3,5ml
Rotiphorese Gel 30 5/6/7,5ml
1,5 M Tris-HCI pH 8,8 3,8 ml
10% SDS (w/v) 150 pl
APS (w/v) 150 pl

Temed 6 ul
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Sammelgel 4% (SDS-PAGE) Aqua dest. 3 ml
Rotiphorese Gel 30 675 ul
0,5 M Tris-HCI pH 6,8 1,25 ml
10% SDS (w/v) 50 ul
APS (w/v) 50 ul
Temed 5 ul
10x Elektrophoresepuffer fir SDS-PAGE  Tris-Base (125 mM) 15,15 g
pH 8,3-8,4 Glycin (960 mM) 72 g
SDS (4 mM) 1,49
Aqua dest. auf 1|
4x Ladepuffer fir SDS-PAGE 0,5 M Tris-HCI 1,25 ml
Glycerin 2,5 ml
20% SDS 5 ml
1% Bromphenolblau 1,25 ml
2x SDS fur SDS-PAGE 0,5 M Tris-HCI 0,2 mi
10% SDS 8 ml
Glycerin 2 ml
Aqua dest. auf 20 ml
10x Transferpuffer fir Western Blot Tris-Base 30,3 g
Glycin 144 g
Aqua dest. auf 900 ml
Blockpuffer Tris pH 8,0 10 mM
NaCl 150 mM
Tween 20 0,1% (v/v)
Nonidet P 40 0,5% (v/v)
BSA 0,5% (w/v)
Trockenmilchpulver 2,5% (wiv)
PBS / 0,05% (v/v) Tween 20 PBS 11
(PBS-T) Tween 20 500 pl
PBS / 3% (w/v) BSA PBS 100 ml
(PBS/BSA) BSA 39

2.1.5. Verbrauchsmaterial

96-Loch-Platte unsteril

NUNC/Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BioRad, Hercules, USA

BD Biosciences, Rutherford, USA

Sarstedt, Nirnbrecht

Kodak, Rochester, USA

Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach

Sarstedt, Nlrnbrecht

Extra thick blotpaper

FACS tube with cell strainer lid
FACS-Roéhrchen

KODAK BioMax MR Film

LS Columns

Mikrozentrifugengefate (1,5 und 2 ml)
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Multipette® Plus
Pipetten (2, 5, 10, 25 ml)

Pipettenspitzen (10, 200, 1000, 2500 pl)
Polystyrene Round-Bottom Tube
PVDF-Membran

Zellkulturflaschen 75 cm?
Zellkulturplatten (6-, 24-, 96-Loch)
Zellsiebe

Zentrifugenréhrchen (15 und 50 ml)
2.1.6. Gerate

Semi-Dry-Blotter
(Trans-Blot SD SEMI-DRY Transfer Cell)

Brutschrank (HERA cell 240)
Elektrophoresekammer

ELISA-Reader (anthos ht2)
inkl. Software WinRead 2.3

FACS Calibur

Laminarbox (TECHNOFLOW 3F120-1I GS)
Lichtmikroskop (diverse)

Photokassette (Hypercassette™)

Pipetten (10, 20, 100, 200, 1000, 2500 pl)
Pipettierhilfe (Pipetboy)

Schiittler (IKA KS 130 basic)

Thermomixer 5436

Vortexer (REAC control)

Wasserbad (julabo SW-21C)

Zentrifugen (diverse)

2.1.7. Software

CalcuSyn (Version 2.1)
Cellquest

ModFit

SPSS (Version 17.0)
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Eppendorf, Hamburg

BD Falcon, Rutherford, USA
bzw. Sarstedt, Nurnbrecht

Eppendorf, Hamburg bzw. Sarstedt, Ntrnbrecht
BD Falcon, Rutherford, USA

BioRad, Hercules, USA

BD Falcon, Rutherford, USA

BD Falcon, Rutherford, USA

BD Falcon, Rutherford, USA

BD Falcon, Rutherford, USA

BioRad, Hercules, USA

Heraeus, Langenselbold
BioRad, Hercules, USA
Anthos Mikrosysteme, Krefeld

BD Immunocytometry Systems, Rutherford, USA
Integra Biosciences, Fernwald

Leica, Wetzlar

Amersham, Piscataway, USA

Eppendorf, Hamburg bzw. Gilson, Middleton, USA
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2. Material und Methoden Seite 26

2.2. Zelllinien und Kultivierung

Die MM-Zelllinien OPM-2, U266, RPMI-8226, NCI-H929 und LP-1 wurden Uber die
Deutsche Sammlung fur Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ) bezogen. Die Zell-
linie MM.1s wurde freundlicherweise von der Arbeitsgruppe um Prof. R. Bargou zur
Verfugung gestellt. LP-1-Zellen wurden in IMDM Medium mit 10% FCS kultivert. Die
Zelllinie NCI-H929 wurde in RPMI 1640 Medium unter Zusatz von 20% FCS, 2 mM
Glutamin, 1 mM Natriumpyruvat, und 1% B-Mercaptoethanol kultiviert. Die Kultivierung
aller anderen Zelllinien sowie der primaren Zellen erfolgte in RPMI 1640 Medium mit
10% FCS. Allen Medien wurde 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin
zugesetzt. Die Zellkultivierung erfolgte im Brutschrank unter sterilen Bedingungen bei
37 °C in einer H,O-gesattigten Atmosphare mit 5% CO.. Die Zellen wurden alle zwei bis
drei Tage passagiert und dabei jeweils wieder auf die von der DSMZ empfohlene
Zelldichte (je nach Zelllinie 0,25-1-10° Zellen/ml) eingestellt.

2.3. Isolation primarer CD138* Myelomzellen aus Knochenmarkaspiraten

EDTA-gerinnungsgehemmtes Knochenmarkaspirat von MM-Patienten wurde 1:2 mit
PBS verdiinnt. Mittels Dichtegradientenzentrifugation tber Percoll wurden die mononuk-
learen Zellen isoliert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und anschliel3end
unter Zusatz von Turk’scher Losung (90 pl + 10 ul Zellsuspension), die der Lyse verblie-
bener Erythrozyten diente, gezahlt. Des Weiteren wurde der Gehalt an CD38*CD138*
Plasmazellen durchflusszytometrisch bestimmt. AnschlieRend erfolgte eine magneti-
sche Zellsortierung (MACS) mit Hilfe einer an die Plasmazellanzahl angepassten
Menge CD138 MicroBeads. Die sortierten Zellen wurden unter Zusatz von Trypanblau
gezahlt, ihre Vitalitat wurde errechnet und sie wurden durchflusszytometrisch bezulglich
ihrer Reinheit untersucht. Je nach Patient lag die Reinheit der isolierten primaren MM-
Zellen zwischen 89% und 98% und die Vitalitdt zwischen 66% und 95%.

2.4. MTT-Test

Der MTT-Test dient der Viabilitatstestung anhand der metabolischen Aktivitat. Die Zellen
werden mit einem Tetrazolium-Salz (MTT-1-Reagenz) inkubiert, stoffwechselaktive
Zellen Uberfuhren dieses in ein gefarbtes Formazan. Durch die Zugabe eines Puffers
(MTT-2-Reagenz), der die Zellmembran angreift und in dem sich die Formazankristalle
I6sen, farbt sich die gesamte Probe blau. Die Intensitat der Farbung lasst sich photo-

metrisch bestimmen, sie ist proportional zur metabolischen Aktivitat der Zellen.
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Zelllinien wurden auf 1-10° Zellen/ml, primare Zellen auf 2:10° Zellen/ml eingestellt. Pro
Vertiefung einer 96-Loch-Zellkulturplatte wurden 50 ul der Zellsuspension ausgesat. Die
Versuche mit Zelllinien wurden mindestens in Vierfach-Bestimmung durchgefihrt und in
mindestens einem zweiten unabhangigen Versuch mit ahnlichen Ergebnissen bestatigt.
Bei primaren Zellen wurden die Versuche auf Grund der begrenzten Zellverfigbarkeit
im Doppel- oder Dreifachansatz durchgeflihrt. Primare Zellen wurden mindestens eine
Stunde, Zelllinien Uber Nacht prainkubert, dann erfolgte die Zytostatika-Zugabe in
Medium doppelt konzentriert in weiteren 50 ul pro Vertiefung.

Da die Zytostatika mit Ausnahme von Melphalan und Doxorubicin in DMSO gel6st
waren, wurde — soweit nicht anders angegeben — immer eine DMSO-Kontrolle entspre-
chend der hochsten eingesetzten Zytostatikumkonzentration sowie eine Nativkontrolle
mitgefuhrt. Da es sich bei dem verwendeten Melphalan und Doxorubicin um wassrige
Ldsungen handelte, wurde hier lediglich eine Nativkontrolle mitgefuhrt.

Vier Stunden vor Ende der Inkubationszeit wurden 10 pl MTT-1-Reagenz und am Ende
der Inkubationszeit 100 ul MTT-2-Reagenz pro Vertiefung zugegeben. Damit sich die
Formazankristalle vollstandig |0sen konnten, wurden die Platten anschlieRend flr
mindestens 24 weitere Stunden im Brutschrank inkubiert. Danach wurde mittels ELISA-

Reader die Extinktion bei 512 nm bestimmt.
2.4.1. Statistische Berechnungen

Berechnungen zur Signifikanz wurden nach dem Mann-Whitney-U-Test fur unabhangige
Stichproben mit der Software SPSS Version 17.0 durchgefuhrt. P-Werte kleiner als 0,05

wurden als signifikant gewertet und in den Abbildungen mit Stern (*) gekennzeichnet.
2.4.2. Bestimmung des Kombinationsindex

Nach Bestimmung des ICs, fur alle Einzelsubstanzen, wurden fur die Versuche zur
Kombination von AUY922 bzw. HSP990 mit HDAC-Inhibitoren, Melphalan oder Doxo-
rubicin von den jeweils untersuchten Einzelsubstanzen Verdinnungsreihen von 40% bis
130% des ICs, erstellt sowie eine Verdunnungsreihe mit der Substanzkombination,
wobei hier ebenfalls beide Substanzen von 40% bis 130% des ICs, eingesetzt wurden,
d.h. das Verhaltnis zwischen beiden Kombinationspartnern blieb in allen Proben
konstant. Die Zugabe von AUY922 bzw. HSP990 erfolgte jeweils 24 h nach der Zugabe
des Kombinationspartners, nach weiteren 48 h erfolgte die Bestimmung der Viabilitat
mittels MTT-Test wie oben beschrieben. Die Berechnungen zur Synergie erfolgten mit

Hilfe der Software CalcuSyn (Version 2.1, Biosoft), die auf der Methode von Chou und
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Talalay basiert®®. Dabei wurde aus den drei Versuchsreihen pro Kombinationsversuch
der so genannte Kombinationsindex CI bestimmt. Cl = 1 bedeutet dabei einen additiven

Effekt, Cl < 1 Synergie und Cl > 1 Antagonismus.
2.5. Apoptosemessung mittels Annexin V-Farbung

Annexine sind Calcium-abhangige, Phospholipid-bindende, intrazellulare Proteine,
deren genaue physiologische Funktion noch ungeklart ist. Annexin V bindet vorzugs-
weise Phosphatidylserin, das sich bei vitalen Zellen auf der zytosolischen Seite der
Zellmembran befindet. Apoptotische Zellen hingegen prasentieren Phosphatidylserin
auch auf der extrazellularen Seite ihrer Zellmembran. Diese Eigenschaft kann zur
Apoptosemessung genutzt werden, indem markiertes Annexin V auf die zu untersu-
chenden Zellen gegeben wird. Apoptotische Zellen kénnen so durchflusszytometrisch
von vitalen Zellen unterschieden werden. Eine Gegenfarbung mit Propidiumjodid erlaubt
die Diskriminierung zwischen apoptotischen und nekrotischen Zellen.

Die MM-Zelllinien wurden auf 1-10° Zellen/ml eingestellt. Pro Vertiefung einer 24-Loch-
Zellkulturplatte wurden 500 pl der Zellsuspension ausgesat. Die Zellen wurden uber
Nacht prainkubert, dann erfolgte die Zytostatika-Zugabe in Medium doppelt konzentriert
in weiteren 500 ul pro Vertiefung. Es wurde immer eine Nativkontrolle sowie bei
Verwendung von in DMSO gel6sten Zytostatika eine DMSO-Kontrolle entsprechend der
héchsten eingesetzten Zytostatikumkonzentration mitgefihrt.

Am Ende der Inkubationszeit (24 bzw. 48 h) wurden die Zellen geerntet und mit Hilfe
des rh Annexin V/FITC Kits gemal den Vorgaben des Herstellers gefarbt und anschlie-
Rend durchflusszytometrisch analysiert. Die Auswertung erfolgte mittels der Software
Cellquest (BD Biosciences). Die Berechnung der spezifischen Apoptose (%) erfolgte
nach der Formel (A"PJ* + A*PJ") / (A'PJ* + A'PJ" + A'PJ") mit A = Annexin V und PJ =
Propidiumjodid. Die Versuche wurden stets im Doppelansatz durchgefihrt und in

mindestens einem zweiten unabhangigen Versuch mit ahnlichen Ergebnissen bestatigt.
2.6. Zellzyklusanalyse

Die Zellzyklusanalyse beruht auf dem unterschiedlichen Gehalt an DNA im Zellkern, je
nachdem, in welcher Phase des Zellzyklus die jeweilige Zelle sich befindet: Postmitoti-
sche Zellen der G1-Phase besitzen einen einfachen Chromosomensatz, Zellen in der
G2-Phase hingegen haben einen doppelten Chromosomensatz. Die DNA-Replikation
geschieht wahrend der S-Phase des Zellzyklus, das heildt, der DNA-Gehalt von Zellen

der S-Phase befindet sich zwischen dem von Zellen der G1- und Zellen der G2-Phase.
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Mit Hilfe von interkalierenden Farbstoffen wie Propidiumjodid kann die DNA-Menge
einer Zelle durchflusszytometrisch quantifiziert und hieraus auf die Position der Zelle im
Zellzyklus ruckgeschlossen werden.

Die MM-Zelllinien wurden auf 1-10° Zellen/ml eingestellt und 500 pl der Zellsuspension
pro Vertiefung einer 24-Loch-Zellkulturplatte ausgesat. Die Zellen wurden Uber Nacht
prainkubert, dann erfolgte die Zytostatika-Zugabe in Medium doppelt konzentriert in
weiteren 500 pl pro Vertiefung. Da die Zytostatika in DMSO gel6st waren, wurde immer
eine DMSO-Kontrolle entsprechend der hochsten eingesetzten Zytostatikum-
konzentration sowie eine Nativkontrolle mitgefuhrt.

Nach der jeweiligen Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet, zweimal mit PBS ge-
waschen und dann in 500 pl kalter PBS resuspendiert, sofort mit 1500 pl -20 °C kaltem
96% Ethanol vermischt und anschlieRend fur mindestens 24 h bei -20 °C gelagert.
Hierdurch erfolgte die Fixierung der Zellen sowie die Permeabilisierung der Zellmem-
bran. Im Folgenden wurden die Proben sowie ein Lymphozytenstandard (siehe 2.6.1.)
zweimal mit PBS gewaschen und dann fiur 15 Min bei Raumtemperatur mit 300 pl
RNase-haltiger Losung B inkubiert. Dies diente dem Abbau der RNA, da sich sonst im
nachfolgenden Schritt Propidiumjodid auch in RNA eingelagert und dies die Bestim-
mung des DNA-Gehalts verfalscht hatte. AnschlielRend erfolgte die Zugabe von 300
Propidiumjodid-haltiger Loésung C. Nach einer Inkubation von 2 Stunden im Dunkeln bei
6 °C wurden die Proben durchflusszytometrisch analysiert, wobei der Lymphozyten-
standard der Einstellung des Durchflusszytometers diente. Die Auswertung erfolgte mit
der Software ModFit (BD Biosciences). Die Versuche wurden stets im Doppelansatz
durchgefiihrt und in einem zweiten unabhangigen Versuch mit ahnlichen Ergebnissen

bestatigt.
2.6.1. Herstellung des Lymphozytenstandards

Die Herstellung des Lymphozytenstandards erfolgte aus heparinisiertem Blut eines
gesunden Normalspenders. Mittels Dichtegradientenzentrifugation tber einen Percoll-
Gradienten wurden die mononuklearen Zellen isoliert. Verbliebene Thrombozyten
wurden durch dreimaliges Waschen mit PBS bei steigender Beschleunigung (200 G =
300 G = 500 G) entfernt. Die Zellen wurden unter Zusatz von Turk’scher Losung (90 ul
+ 10 pl Zellsuspension), die der Lyse verbliebener Erythrozyten diente, gezahit. Die

Zellen wurden auf 1-10° Zellen/ml PBS eingestellt, pro Probe wurden 500 ul dieser
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Zellsuspension mit 1500 pl -20 °C kaltem 96% Ethanol vermischt und anschlieRend flr

mindestens 24 h bei -20 °C gelagert.
2.7. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Das Prinzip des Western Blots beruht auf der Auftrennung eines Proteingemischs an-
hand der GroRRe der einzelnen Proteine mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese
(SDS-PAGE), dem Elektrotransfer (Blotten) der Proteine auf eine Membran und einer
anschlieBenden Immunodetektion der auf der Membran immobilisierten Proteine.

Durch das SDS wird die Sekundarstruktur der Proteine zerstort, was eine Linearisierung
zur Folge hat, zudem werden die Proteine gleichmalfiig mit negativer Ladung versehen,
sodass die Auftrennung im Gel ausschliel3lich nach der Molekulgrofie erfolgt. Beim Blot-
ten wird die Spannung senkrecht zur Laufrichtung des Gels angelegt, sodass hinterher
die Anordnung der Proteine auf der Membran exakt ihrer Anordnung im Gel entspricht.
Nachfolgend wird die Membran mit Primarantikorpern behandelt, die spezifisch an das
zu untersuchende Protein binden. Mit Hilfe eines Peroxidase-konjugierten Sekundar-
antikorpers, der den konstanten Teil des Primarantikorpers erkennt, kann das zu unter-
suchende Protein auf der Membran sichtbar gemacht werden: Die Peroxidase setzt das
zugegebene ECL-Reagenz unter Emission von Licht (Chemilumineszenz) um, dies
kann mittels eines lichtempfindlichen Films detektiert werden. Je groRer die Menge des
zu untersuchenden Proteins auf der Membran ist, desto mehr Primar- und Sekundar-

antikorper kann binden, und desto starker ist die Intensitat des emittierten Lichts.
2.7.1. Herstellung der Proben zur Proteinanalyse

Pro Probe wurden 2,5 ml einer Zellsuspension mit 1-10° Zellen/ml in 6-Loch-
Zellkulturplatten ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die Zytostatikazugabe in Medium
doppelt konzentriert in weiteren 2,5 ml. Nach erfolgter Inkubationszeit wurden die Zellen
geerntet, zweimal mit PBS gewaschen und anschlieend in 125 ul Phosphosafe mit
Zusatz von 10% Proteaseinhibitorlésung (1 Tablette auf 1 ml H,O) lysiert. Durch eine
25-minutige Zentrifugation bei 13000 rpm wurde die Membranfraktion pelletiert, die

weitere Analyse erfolgte mit dem Uberstand.
2.7.2. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels BCA

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit Hilfe des BCA Protein Assay Kits

(Pierce) aus 1:50 in PBS verdunnten Proben in Dreifachbestimmung gemafR den
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Angaben des Herstellers. Anhand einer mitgefuhrten Standardverdinnungsreihe konnte

die Proteinkonzentration der Einzelproben berechnet werden.
2.7.3. SDS-Polyacrylamidgel-Gelelektrophorese

Zur Auftrennung der Proteine wurde ein 10-15% Acrylamid-haltiges Trenngel
Uberschichtet mit einem 4% Acrylamid-haltigen Sammelgel verwendet. Pro Probe
wurden 20-30 ug Protein eingesetzt, wobei das bendtigte Probenvolumen mit 2x SDS
auf 16 pl aufgeflllt wurde. AnschlielRend wurden 8 ul 4x Ladepuffer nach Zusatz von
20% B-Mercaptoethanol zugefugt und die Proben 5 Minuten lang bei 95 °C inkubiert.
Dieser Schritt diente der Zerstérung der Sekundar-, Tertiar- und Quartarstruktur der
Proteine. Pro Geltasche wurden 20 ul der Probe aufgetragen. Da insbesondere beim
Primarantikdrper immer die Gefahr der Kreuzreaktivitdt mit anderen in den Proben
enthaltenen Proteinen bestand, wurde immer ein Groldenmarker (Precision Plus Dual
Color Protein Standards) mitgefuhrt, der eine Zuordnung der Bande des zu unter-
suchenden Proteins ermoglichte. Die Elektrophorese erfolgte bei 80-100 V so lange, bis

die Lauffront am Ende des Trenngels angekommen war.
2.7.4. Blotten und Detektion der Proteine

Nach der Auftrennung der im Zelllysat enthaltenen Proteine mittels SDS-PAGE wurden
die Proteine flir den Nachweis mittels spezifischer Antikdrper auf eine Polyvinyliden-
fluorid (PVDF)-Membran geblottet. Zu diesem Zweck wurde das Gel aus der
Elektrophoreseapparatur enthommen und das Sammelgel entfernt. Der Blot wurde als
Semi-Dry Blot durchgefluhrt. Vor dem Zusammenbau des Blot-Sandwiches wurden
Filterpapiere, Membran und Gel einige Minuten in Blot-Puffer aquilibriert. Beim Blot-
Sandwich befanden sich Gel und Membran in der Mitte zwischen jeweils einer Schicht
Filterpapier auf beiden Seiten. Geblottet wurde bei 15 V fur 30 bis 45 Minuten.

Nach dem Blotten wurde die Membran 1 h lang bei RT in Block-Puffer inkubiert um
unspezifische Bindungsstellen abzusattigen. Anschlieliend wurde der Primarantikdrper
1:1000 verdunnt (Ausnahme: B-Actin 1:2000) in 50% PBS-T und 50% Blockpuffer
verdunnt auf die Membran gegeben und Uber Nacht bei 6 °C inkubiert. Danach wurde
die Membran dreimal 5 Min mit Waschpuffer gewaschen, bevor der Sekundarantikorper
1:2000 in 90% PBS-T und 10% Blockpuffer verdinnt aufgegeben und mindestens 1 h
lang bei RT inkubiert wurde. Im Folgenden wurde die Membran wieder dreimal 5 Min
gewaschen. AnschlieBend wurden die Elektrochemilumineszenz (ECL)-Reagenzien

gemischt, pro Membran 1 ml aufgegeben, gut Uber die gesamte Membran verteilt und
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5 Min inkubiert. Die Intensitat des Lumineszenzsignals wurde mit Hilfe eines licht-
empfindlichen Films entsprechend den Angaben des Herstellers festgehalten.

Um unterschiedliche Proteine auf derselben Membran zu untersuchen, war es nétig, die
Antikorper und ECL-Reagenzien der vorherigen Nachweisreaktion von der Membran zu
entfernen. Zu diesem Zweck wurde die Membran fur 15 Minuten mit Re-Blot Plus
Strong Antibody Stripping Solution behandelt. Nach zweimaligem Waschen (jeweils
5 Min) in PBS-T wurde die Membran 1 h lang in Blockpuffer inkubiert, danach erfolgte
die Aufgabe des neuen Primarantikdrpers wie beschrieben. Auch alle weiteren Schritte

wurden wie oben beschrieben durchgefluhrt.
2.8. Farbung intrazellularer Proteine und FACS-Analyse

Der Effekt der Zytostatika auf die intrazellularen Signalmolekile Akt bzw. Phospho-Akt
und ERK1/2 bzw. Phospho-ERK1/2 sowie auf die Hsp70-Expression erfolgte auf
Einzelzellebene mittels Durchflusszytometrie.

Hierzu wurden MM-Zelllinien auf 1-10° Zellen/ml eingestellt und 500 pl pro Probe in
einer 24-Loch-Zellkulturplatte ausgesat. Am nachsten Tag erfolgte die Zytostatikum-
zugabe doppelt konzentriert in weiteren 500 ul Zellkulturmedium. Je nach Versuch wur-
den die Zellen fur 4-24 h mit dem Zytostatikum inkubiert. Anschlielend wurden 750 pl
jeder Probe mit einem identischen Volumen Fix Buffer | (BD Biosciences) versetzt und
20 Min (Akt, Phospho-Akt, Hsp70) bzw. 50 Min (ERK1/2, Phospho-ERK1/2) bei 37 °C
auf einem Schuttler fixiert. Die fixierten Zellen wurden zentrifugiert (2000 rpm, 5 Min,
4 °C), der Uberstand entfernt und das Zellpellet in -20 °C kaltem Methanol resuspen-
diert und flr 30 Min bei 6 °C inkubiert. Dieser Schritt diente der Permeabilisierung der
Zellmembran. AnschlieRend wurden die Zellen zweimal mit PBS/BSA gewaschen, bevor
die Zugabe des Primarantikorpers in PBS/BSA verdunnt erfolgte (Tabelle 3). Fur alle
Probenserien wurden Isotypkontrollen mitgefuhrt, die so verdunnt wurden, dass ihre
Konzentration identisch mit der des Primarantikdrpers war. Die Zellen wurden fur 1 h bei
RT im Dunklen mit dem Primarantikérper bzw. der Isotypkontrolle inkubiert, nachfolgend
wieder zweimal mit PBS/BSA gewaschen und dann mit einem 1:200 in PBS/BSA
verdinnten, Fluoreszenzfarbstoff-gekoppelten Sekundarantikdrper fur 30 Min bei RT im
Dunklen inkubiert (Tabelle 3). Eine Ausnahme bildete Phospho-ERK: Hier war bereits
der Primarantikérper bzw. die Isotypkontrolle markiert, sodass kein Sekundarantikdrper
bendtigt wurde. Nach zweimaligem Waschen mit PBS/BSA wurden die Zellen in 400 pl

PBS resuspendiert und durchflusszytometrisch analysiert. Zur besseren Vergleichbar-
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keit verschiedener Messreihen wurden die Instrumenteneinstellungen des FACS-Gerats
jeweils so gewahlt, dass der mittlere Fluoreszenzwert (MFW, Median der Fluoreszenz-
werte aller Messungen auf Einzelzellebene) der Isotypkontrolle bei 4 lag. Die weitere
Auswertung erfolgte mit Histogrammen, die mit der Software Cellquest (BD Bio-
sciences) erstellt wurden. Zum Vergleich der verschiedenen Proben und zur relativen

Quantifizierung wurde der MFW verwendet.

Primarantikorper

(inkl. Verdiinnung) Isotypkontrolle Sekundarantikorper (1:200)

Akt 1:100

Phospho-Akt .
1:100 , AlexaFluor647 goat anti-

(Serd73) (193H12) Normal Rabbit IgG rabbit (H+L)

ERK1/2
(= p44/42 MAPK)

Phospho-ERK 1/2

1:100

AlexaFluor647 Mouse

(T202/Y204) 1:20 -
AlexaFluor647 IgG1 k Isotype control
Monoclonal Mouse AlexaFluor647 F(ab’)2 frag-
Hsp70 [W27] 1:100 | IgG2A Isotype Control ment of goat anti-mouse I1gG
Antibody (H+L)

Tabelle 3. Primarantikorper mit Verdiinnungen, Isotypkontrollen und Sekundarantikérper
zur Farbung intrazellularer Proteine.
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3.1. Die Hsp90-Inhibitoren AUY922 und HSP990 hemmen das Wachstum von

Myelomzelllinien sowie primaren Myelomzellen im niedrig-nanomolaren

Konzentrationsbereich

A ICs0 AUY922 ICso HSP990
Zellinie ICso (M) max. I(r;/l:)lbltlon ICs (nM) max. |(r:/|:)lbltl0n
OPM-2 40 98 37 100
U266 45 75 36 80
RPMI-8226 n.e. 40 157 58
MM.1s 20 100 22 100
NCI-H929 25 100 34 100
LP-1 85 55 101 52
B ICso AUY922 Tabelle 4. ICs, und maximal er-
reichbare Inhibition der Viabilitat
. max. Inhibition | von Myelomzellen durch Behand-
Patient ICs0 (nM) (%) lung mit AUY922 bzw. HSP990.
MM-Zelllinien (A) und primare MM-
1 n.e. 23 Zellen (B) wurden mit verschiedenen
2 17 88 Konzentrationen  AUY922 bzw.
HSP990 im Bereich zwischen 5 und
3 n.e. 12 500 nM behandelt. Nach 72 h wurde
4 n.e 14 die Viabilitat der Zellen mittels MTT-
" Test bestimmt und der ICs, berechnet
5 24 59 (n.e. = nicht erreicht).
6 204 51
7 27 67
8 71 85
9 32 90
10 n.e. 20
1 n.e. 37

MM-Zelllinien sowie primare Zellen aus Knochenmarkaspirat von MM-Patienten wurden
mit verschiedenen Konzentrationen AUY922 bzw. HSP990 behandelt. Nach 72 h wurde
die Viabilitat der Zellen mittels MTT-Test bestimmt (Tabelle 4). Es zeigten sich deutliche
Unterschiede hinsichtlich der Sensitivitdt der verschiedenen Zelllinien bezuglich der
Hsp90-Inhibition: Die Zelllinien OPM-2, MM.1s und NCI-H929 erwiesen sich als sensi-

bel mit ICso-Werten zwischen 20 und 40 nM und einer Reduktion der Viabilitat um nahe-
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zu 100% fur beide getesteten Hsp90-Inhibitoren. Die Zelllinien RPMI-8226 und LP-1
hingegen zeigten sich partiell resistent gegentber den getesteten Substanzen: Hier
lagen die ermittelten 1Cs-Werte bei 85 nM oder hoéher oder der ICs, wurde gar nicht
erreicht und die Viabilitat wurde bei diesen Zelllinien um maximal 40-58% gesenkt. Eine
Zwischenposition nimmt die Zelllinie U266 ein: Hier wurde mit 45 bzw. 36 nM ein ICs
ahnlich wie bei den sensiblen Zelllinien ermittelt, jedoch flihrten auch sehr hohe Kon-
zentrationen bei dieser Zelllinie nur zu einer Reduktion der Viabilitat um 75 bzw. 80%.
Ein ahnlich variables Bild wie bei den MM-Zelllinien zeigte sich auch bei mit AUY922
behandelten primaren MM-Zellen (Tabelle 4B): Die Zellen von sechs der elf unter-
suchten Patienten erwiesen sich als partiell resistent, hier wurde der ICs, nicht (Patient
1, 3, 4, 10 und 11) bzw. nur gerade eben (Patient 6) erreicht. Bei den restlichen finf
Patienten wurden ICs-Werte zwischen 17 und 71 nM ermittelt und eine Reduktion der
Viabilitat um 59-90% erreicht.

3.2. HSP990 induziert Apoptose in Myelomzellen

Um herauszufinden, ob die Reduktion der Viabilitat von MM-Zellen durch AUY922 bzw.
HSP990 durch die Induktion von Apoptose hervorgerufen wird, wurden OPM-2 Zellen
mit HSP990 behandelt und nach 48 h durchflusszytometrisch bezuglich ihrer Anfarb-
barkeit durch Annexin V untersucht. Zur Unterscheidung zwischen apoptotischen und
nekrotischen Zellen erfolgte zusatzlich eine Farbung mit Propidiumjodid. Es konnte eine
konzentrationsabhangige Zunahme der Annexin*PJ* Zellen beobachtet werden sowie
eine Zunahme der spezifischen Apoptose von 10% in der DMSO-Kontrolle auf 12, 19,
42 und 59% durch Behandlung mit 10, 25, 50 und 100 nM HSP990 (Abbildung 3).

DMSO-Kontrolle 10 nM HSP990 25 nM HSP990 50 nM HSP990 100 nM HSP990

a
>

Propidiumjodid

»
>

Annexin V
Abbildung 3. HSP990 induziert konzentrationsabhdngig Apoptose in Myelomzellen.
OPM-2 Zellen wurden fir 48 h mit den angegebenen Konzentrationen HSP990 bzw. mit DMSO
inkubiert. Anschliefend wurden die Zellen mit Annexin V und Propidiumjodid gefarbt und
durchflusszytometrisch analysiert.



3. Ergebnisse Seite 36

3.3. HSP990-Behandlung fuhrt zu einem Zellzyklusarrest in der G2-Phase und zur

Aktivierung von Caspase-8

Wahrend des Zellzyklus gibt es mehrere Kontrollpunkte, die dafir sorgen, dass der
Zellzyklus nur dann weiter ablauft, wenn alle Voraussetzungen flrr eine erfolgreiche
Zellteilung gegeben sind. Sind nicht alle Voraussetzungen erfullt, so kann der Zellzyklus
nicht weiter voranschreiten, die Zelle verharrt in der entsprechenden Phase entweder
bis alle Voraussetzungen erfiillt sind oder sie begibt sich, wenn dies nicht mehr mdglich
ist, in Apoptose.

OPM-2 Zellen wurden fur 24 h mit HSP990 behandelt, anschlieRend erfolgte die Anfar-
bung ihrer DNA mittels Propidiumjodid und eine durchflusszytometrische Analyse der
Zellen zur Quantifizierung ihres DNA-Gehalts. Je nach DNA-Gehalt konnten die Zellen
einer bestimmten Phase des Zellzyklus zugeordnet werden. Ein Vergleich mit DMSO-
behandelten Zellen zeigte eine Zunahme der in der G2-Phase befindlichen Zellen von
14% auf 33% vor allem auf Kosten der Zellen in der S-Phase (Abnahme von 31% auf
18%) durch Behandlung mit HSP990 (Abbildung 4).

160- DMSO &\ 100 nM HSP990
= 1201
N
N 80
40
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Abbildung 4. HSP990-Behandlung fiihrt zu einem Zellzyklusarrest in der G2-Phase. OPM-
2 Zellen wurden fir 24 h mit 100 nM HSP990 bzw. DMSO inkubiert, anschlielfend wurde der
DNA-Gehalt der Zellen nach Propidiumjodid-Anfarbung durchflusszytometrisch bestimmt. Mit
Hilfe der Software ModFit (BD Biosciences) erfolgte die Zuordnung der Zellen zu den verschie-
denen Phasen des Zellzyklus. Gelb: G1-Phase, rot: G2-Phase, blau: S-Phase.

OPM-2 Zellen wurden flr verschiedene Zeitraume mit HSP990 behandelt, anschliel3end
lysiert und bezlglich ihres Gehalts an Caspase-2, -8, -9 und -3 sowie den jeweiligen
Spaltprodukten mittels Western Blot untersucht. Bereits nach 1 h Inkubation mit

HSP990 konnten Spaltprodukte und damit eine Aktivierung von Caspase-8 nachgewie-
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sen werden Im weiteren Verlauf nahm die Menge an Spaltprodukten bis zu 4 h Inkuba-
tion weiter zu, um dann langsam wieder abzufallen, wobei auch nach 24 h Inkubation
mit HSP990 noch eine geringe Menge an Spaltprodukten nachweisbar war (Abbildung
5). Eine Aktivierung von Caspase-2 konnte weder in der Kontrolle noch in den mit
HSP990 behandelten Zellen nachgewiesen werden, im Gegensatz hierzu konnten
Spaltprodukte von Caspase-9 bereits in der Kontrolle nachgewiesen werden, durch
Behandlung mit HSP990 zeigte sich jedoch keine Anderung der Spaltproduktmenge
(Daten nicht gezeigt). Eine Aktivierung der Effektorcaspase-3 zeigte sich in geringem
Umfang bereits in der Kontrolle, ab einer Inkubation von 4 h mit HSP990 kam es jedoch
zu einer deutlichen Zunahme der Spaltproduktmenge mit einem Maximum nach etwa
6 h, dann blieb die Menge an Spaltprodukten bis zum Endpunkt des Versuchs (24 h)
konstant (Abbildung 5).

w Caspase-3

— ‘ﬁ}cleaved Caspase-3

W Caspase-8
“‘ _‘-} cleaved Caspase-8
- S e — )

A S 150 W o B-Actin

Oh 1h 2h 4h 6h 8h 12h 24h 24h

nativ 100 nM HSP990 DMSO

Abbildung 5. HSP990 fiihrt zur Aktivierung der Initiatorcaspase-8 und iiber diese zur Akti-
vierung von Caspase-3. OPM-2 Zellen wurden fir die angegebenen Zeitspannen mit 100 nM
HSP990 behandelt, die Zelllysate wurden anschlieBend mittels SDS-PAGE und Western Blot
bezlglich ihres Gehalts an Caspase-3 und -8 untersucht, B-Actin diente als Beladungskontrolle.

3.4. Hsp90-Inhibition beeinflusst die Akt- und ERK1/2-Signalkaskaden und fiihrt

zu einer Induktion der Hsp70-Expression

Zur genaueren Analyse des Mechanismus, tber den die HSP90-Inhibition das Wachs-
tum von MM-Zellen hemmt, erfolgte eine durchflusszytometrische Untersuchung der
Schlusselfaktoren Akt und ERK1/2 sowie ihrer phosphorylierten, aktiven Formen. Des
Weiteren ist aus der Literatur bekannt, dass Zellen, die mit Hsp90-Inhibitoren behandelt
wurden, kompensatorisch ihre Hsp70-Expression erhéhen'% Aus diesem Grund
wurde auch die Hsp70-Expression untersucht.

OPM-2 Zellen wurden mit 200 nM HSP990 behandelt, nach 4, 8, 12 und 24 h wurden

die Zellen fixiert, permeabilisiert und mit spezifischen Antikdrpern gegen Akt, Phospho-
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Akt, ERK1/2, Phospho-ERK1/2 oder Hsp70 gefarbt. Anschlieend erfolgte die quantita-

tive Bestimmung der jeweiligen Proteinexpression auf Einzelzellebene mittels Durch-

flusszytometrie.
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Abbildung 6. HSP90-Inhibition fiuhrt zur
Herabregulation von Phospho-Akt und
Phospho-ERK1/2 sowie zur Induktion von
Hsp70. OPM-2 Zellen wurden mit 200 nM
HSP990 behandelt, nach unterschiedlichen
Inkubationszeiten fixiert und  durchfluss-
zytometrisch beziglich ihres Gehalts an Akt,
Phospho-Akt  (pAkt), ERK1/2, Phospho-
ERK1/2 (pERK1/2) und Hsp70 analysiert.
Blau: 24 h DMSO, grun: 4 h HSP990, gelb: 8 h
HSP990, orange: 12 h HSP990, rot: 24 h
HSP990.

Es zeigte sich eine geringgradige Herabregulation der Akt-Expression bereits nach 4 h
HSP990-Behandlung (1,6-fache Abnahme des mittleren Fluoreszenzwertes MFW), die
auf demselben Niveau Uber 24 h persistierte (Abbildung 6). Im Gegensatz hierzu war
die Phospho-Akt-Expression zwar ebenfalls schon nach 4 h HSP990-Behandlung ver-
mindert, sank aber mit steigender Behandlungszeit weiter ab (1,4-fache Abnahme des

MFW nach 4 h, 1,8-fach nach 8 h, 4-fach nach 12 h und 5-fach nach 24 h). Bezuglich

der ERK1/2-Expression zeigte sich eine marginale Expressionserhohung durch
HSP990-Behandlung (1,3-fache Zunahme des MFW nach 24 h), die Phospho-ERK1/2-
Expression hingegen nahm bereits nach 4 h ab (1,8-fache Abnahme des MFW) und
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blieb dann bis 24 h konstant auf diesem Niveau. Wie bereits fur andere Hsp90-
Inhibitoren bekannt'®*'%  zeigte sich auch durch Behandlung mit HSP990 eine
Zunahme der Hsp70-Expression: Bereits nach 4 h Inkubationszeit stieg der mittlere
Fluoreszenzwert um den Faktor 9,7 an, um dann nach 24 h das 34-fache des
Ausgangswertes zu erreichen.

Analog zu OPM-2-Zellen wurden auch die anderen funf MM-Zelllinien durchflusszyto-
metrisch hinsichtlich der Expression von Akt, Phospho-Akt, ERK1/2 und Phospho-
ERK1/2 untersucht (Tabelle 5).

Zelllinie Akt Ph‘fkﬁho' ERK1/2 PEE?S?? -
OPM-2 (¥) M i ¥
U266 + (4) - v
RPMI-8226 + + > v
MM.1s 1 + (¥) +
NCI-H929 + (+) (¥) v
LP-1 -+ (+) (¥) i

Tabelle 5. Einfluss von HSP990 auf die Expression von Akt, ERK1/2 und ihre aktivierten,
phosphorylierten Formen bei verschiedenen MM-Zelllinien. MM-Zellinien wurden mit 50 nM
(MM.1s, NCI-H929) bzw. 100 nM (OPM-2, U266) bzw. 200 nM (RPMI-8226, LP-1) HSP990 fir
16 h behandelt, anschlieRend fixiert und durchflusszytometrisch beziiglich ihres Gehalts an Akt,
Phospho-Akt, ERK1/2 und Phospho-ERK1/2 analysiert. Anderungen des MFW von mehr als
1,5-fach wurden als signifikant (Pfeil nach oben = Zunahme des MFW, Pfeil nach unten =
Abnahme des MFW), Anderungen des MFW von 1,2- bis 1,5-fach als Tendenz (Pfeil nach oben
bzw. unten in Klammern) und Anderungen des MFW von weniger als 1,2-fach als unveréandert
(horizontaler Pfeil) definiert.

Es fanden sich deutliche Unterschiede zwischen den Zelllinien hinsichtlich des Effekts
der Hsp90-Inhibition auf den Akt- und ERK1/2-Signalweg: Die Expression von ERK1/2
zeigte sich in drei der sechs Zelllinien (OPM-2, U266 und RPMI-8226) durch Hsp90-
Inhibition unbeeinflusst, in den restlichen drei Zelllinien (MM.1s, NCI-H929 und LP-1)
zeigte sich tendenziell eine Abnahme der ERK1/2-Expression durch Behandlung mit
HSP990. Phospho-ERK1/2 hingegen wurde in allen getesteten Zelllinien mit Ausnahme
von LP-1 durch Hsp90-Inhibition herabreguliert, wobei sich die Zelllinie LP-1 in Bezug
auf die Expression aller untersuchten Proteine durch Hsp90-Inhibition relativ unbeein-
flusst erwies. Die Expression von Akt wurde infolge der Hsp90-Inhibition in OPM-2- und
NCI-H929-Zellen vermindert, in U266-, RPMI-8226- und MM.1s-Zellen hingegen

verstarkt. Mit Ausnahme der Zelllinie MM.1s zeigte sich die Expression von Akt und
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Phopho-Akt durch Hsp90-Inhibition gleichsinnig beeinflusst, in MM.1s-Zellen fand sich

jedoch eine Zunahme der Akt- und eine Abnahme der Phospho-Akt-Expression.

3.5. Die Basalexpression von Hsp70 korreliert nicht mit der Sensitivitat
hinsichtlich Hsp90-Inhibition

Wie bereits in der Literatur beschrieben, zeigte sich auch im Rahmen dieser Arbeit
infolge der Hsp90-Inhibition eine Expressionssteigerung von Hsp70. Dies lasst sich als
Versuch der Zellen, den Konsequenzen der Hsp90-Inhibition durch Uberexpression
eines anderen Chaperons, das die Funktion von Hsp90 zumindest partiell Gbernehmen
konnte, interpretieren. Wenn dies zutreffen sollte, stellt sich die Frage, ob die Hohe der
basalen Expression von Hsp70 fur die unterschiedliche Sensitivitat der verschiedenen
Zellpopulationen bezuglich Hsp90-Inhibition verantwortlich ist. Aus diesem Grund
erfolgte eine durchflusszytometrische Quantifizierung des Hsp70-Gehalts verschiedener
MM-Zelllinien: Die Zelllinien OPM-2, U266, RPMI-8226, MM.1s, NCI-H929 und LP-1
wurden far 16 h mit oder ohne HSP990 kultiviert. Anschlieend erfolgte die durchfluss-
zytometrische Bestimmung der Hsp70-Expression, wobei jeweils eine Isotypkontrolle
als Referenz diente. Die Ergebnisse sind in Abbildung 7 dargestellt, die zugehdrigen
Anderungen des mittleren Fluoreszenzwertes (MFW) finden sich in Tabelle 6.

Betrachtet man nur die Zelllinien OPM-2, U266 und RPMI-8226, so zeigte sich eine
gewisse Ubereinstimmung zwischen der Hohe der basalen Hsp70-Expression und der
Resistenz der Zellen gegenuber der Hsp90-Inhibition: Die Zelllinie RPMI-8226, die eine
partielle Resistenz gegenltber Hsp90-Inhibition aufwies (Tabelle 4), zeigte mit einer 60-
fachen Erhéhung des MFW verglichen mit der Isotypkontrolle eine relativ hohe basale
Hsp70-Expression. Die sensibleren Zelllinien OPM-2 und U266, deren ICs-Werte fir
die untersuchten Hsp90-Inhibitoren im mittleren Bereich lagen, wiesen eine wesentlich
geringere basale Expression von Hsp70 mit einer Erhdhung des MFW um den Faktor 5
(OPM-2) bzw. 6 (U266) verglichen mit der jeweiligen Isotypkontrolle auf.

Bei der sehr sensiblen Zelllinie NCI-H929 hingegen zeigte sich mit einer 12-fachen
Erhohung des MFW zwar eine erheblich geringere Hsp70-Expression als bei der Zell-
linie RPMI-8226, jedoch eine deutlich hdhere Expression als in OPM-2- oder U266-
Zellen. Die Zelllinie MM.1s, die von den untersuchten Zelllinien den niedrigsten ICs
sowohl fur HSP990 als auch flir AUY922 zeigte (Tabelle 4), wies jedoch die hochste
Hsp70-Expression auf. Umgekehrt zeigte die gegenuber Hsp90-Inhibition partiell

resistente Zelllinie LP-1 eine basale Hsp70-Expression im mittleren Bereich.
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Abbildung 7. Die Hsp70-Basalexpression korreliert nicht mit der Empfindlichkeit der
Zellen gegenuiber Hsp90-Inhibition. MM-Zelllinien wurden mit 50 nM (MM.1s, NCI-H929) bzw.
100 nM (OPM-2, U266) bzw. 200 nM (RPMI-8226, LP-1) HSP990 oder einer entsprechenden
Konzentration DMSO behandelt. Nach 16 h wurden sie fixiert und durchflusszytometrisch
bezuglich ihres Gehalts an Hsp70 analysiert. Dabei wurden die Instrumenteneinstellung des
FACS-Gerats so gewahlt, dass die Isotypkontrolle bei allen Zelllinien einen MFW von 4 aufwies.
Schwarz: Isotypkontrolle, blau: DMSO, rot: HSP990.

Hsp70 basal Hsp70 nach Hsp90-Inhibition
Referenz Isotypkontrolle Isotypkontrolle DMSO-Kontrolle
OPM-2 5 79 17
U266 6 125 21
RPMI-8226 60 31 5
MM.1s 78 704 9
NCI-H929 12 191 15
LP-1 17 186 11

Tabelle 6 (zu Abbildung 7). Hsp70-Expression basal und nach Hsp90-Inhibition. Angabe

der Anderung des MFW in Vielfachen des MFW der jeweiligen Referenz.
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Allen untersuchten Zelllinien war gemeinsam, dass die Zugabe von HSP990 zu einem
signifikanten Anstieg der Hsp70-Expression mit einer Erhdhung des MFW um den Fak-
tor 5 bis 21 (Tabelle 6) verglichen mit der basalen Expression flhrte. Im Vergleich zur
jeweiligen Isotypkontrolle zeigte sich bei der Hsp70-Messung nach HSP990-Behand-
lung eine Zunahme des MFW um den Faktor 79 bis 704 (Tabelle 6). Es fand sich keine
Korrelation zwischen der Hohe der Hsp70-Expression nach Hsp90-Inhibition und dem
Ansprechen der Zellen auf die Therapie mit HSP990 (Tabelle 4+6, Abbildung 7).

3.6. Hsp90-Inhibitoren wirken synergistisch in Kombination mit Histon-
deacetylaseinhibitoren, Melphalan oder Doxorubicin bezuglich der

Viabilitatsreduktion von Myelomzellen

Die Kombination mehrerer zytotoxischer Substanzen bei der Tumortherapie ist heutzu-
tage Standard, da sich so Resistenzen gegenlber Einzelsubstanzen Uberwinden lassen
bzw. die Resistenzentstehung vermieden wird. Zudem kann durch die Ausnutzung
synergistischer Effekte eine niedrigere Dosis der Einzelsubstanz eingesetzt werden,
wodurch mit geringeren Nebenwirkungen zu rechnen ist. Da sich die getesteten MM-
Zelllinien und primaren MM-Zellen zum Teil als resistent gegenuber AUY922 bzw.
HSP990 erwiesen (Tabelle 4), wurde nun zur Resistenziberwindung die Kombination
mit den HDAC-Inhibitoren SAHA oder LBH589 oder mit den bereits seit mehreren Jahr-

zehnten in der MM-Therapie angewendeten Substanzen Melphalan oder Doxorubicin

getestet.
90 % e * % . . N
— I L, Abbildung 8. Die Kombination
80 I von AUY922 mit SAHA wirkt am
10 — effektivsten beziiglich der Viabili-
X 60 I — tatsreduktion von Myelomzellen,
i 50 | wenn die Zellen mit SAHA pra-
= 40 - || inkubiert werden bevor AUY922
g zugegeben wird. OPM-2 Zellen
S 301 —| wurden mit AUY922 und SAHA
20 —1 behandelt, wobei die Substanzen
10 — entweder (gleichzeitig zugegeben
0 - wurden oder eine der beiden Sub-

72h AUY922 72 h AUY922 48 hAUY922  stanzen fir 24 h allein préainkubiert

+72h SAHA +48h SAHA +72h SAHA wurde, bevor die zweite Substanz

zugegeben wurde. Nach insgesamt

72 h wurde die Viabilitdt mittels MTT-Test bestimmt. Blau: AUY922, gelb: SAHA, rot: AUY922 +
SAHA. * bedeutet Signifikanz p < 0,05.
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In einem ersten Schritt erfolgte die Bestimmung der optimalen zeitlichen Reihenfolge
der Substanzzugabe. Hier zeigte sich in allen Fallen der starkste Effekt bezlglich der
Viabilitatsreduktion, wenn der Kombinationspartner vor der Zugabe des Hsp90-
Inhibitors fur 24 h prainkubiert wurde. Dies ist beispielhaft fur die Kombination von
AUY922 mit SAHA in Abbildung 8 dargestellt.

Fir die folgenden Versuche wurden die Zellen grundsatzlich mit dem Kombinations-
partner (SAHA bzw. LBH589 bzw. Melphalan bzw. Doxorubicin) fur 24 h prainkubiert,
anschliel3end erfolgte die Zugabe von AUY922 bzw. HSP990 und nach weiteren 48 h
die Viabilitatsbestimmung. Um den Kombinationseffekt genauer zu analysieren, wurde
der Kombinationsindex CI nach der Methode von Chou und Talalay bestimmt, hierbei
bedeutet Cl = 1 einen additiven, Cl < 1 einen synergistischen und Cl > 1 einen antago-
nistischen Effekt durch die Kombination zweier Substanzen®. Die Versuche wurden mit
OPM-2 Zellen als Beispiel fur eine sensible Zelllinie und mit RPMI-8226 Zellen als

Beispiel fur eine resistente Zelllinie bezlglich alleiniger Hsp90-Inhibition durchgefihrt.
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Abbildung 9. Die Kombination von HSP90-Inhibitoren mit Histondeacetylaseinhibitoren,
Melphalan oder Doxorubicin wirkt synergistisch beziiglich der Viabilitatsreduktion von
Myelomzellen. OPM-2 bzw. RPMI-8226 Zellen wurden mit Fraktionen des ICso von SAHA (S,
blau), LBH589 (L, grin), Melphalan (M, rot) oder Doxorubicin (D, gelb) behandelt, nach 24 h
erfolgte die Zugabe von AUY922 bzw. HSP990 ebenfalls in Fraktionen des jeweiligen ICs,. Nach
weiteren 48 h wurde die Viabilitdt der Zellen mittels MTT-Test bestimmt und der Kombina-
tionsindex mit Hilfe der Software CalcuSyn (Biosoft) ermittelt. A) OPM-2: AUY922 + S/L/M/D; B)
RPMI-8226: AUY922 + S/L/M/D; C) OPM-2: HSP990 + S/L/M; D) RPMI-8226: HSP990 + S/L/M.
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Wie in Abbildung 9A dargestellt, zeigte sich bei OPM-2 Zellen ein synergistischer Effekt
(Cl < 0,85) durch die Kombination von AUY922 mit SAHA, LBH589 oder Melphalan,
wobei der Effekt flir die Kombination mit Melphalan am starksten ausgepragt war
(Cl < 0,3). Die Kombination mit Doxorubicin hingegen wirkte maximal additiv bezuglich
der Viabilitdtsreduktion von OPM-2 Zellen (Cl = 1). Bei RPMI-8226 Zellen zeigte sich
eine starkere Synergie, erkennbar an niedrigeren Cl-Werten, durch die Kombination von
AUY922 mit SAHA, LBH589 oder Melphalan verglichen mit den bei OPM-2 Zellen beo-
bachteten Effekten. Aullerdem erwies sich bei RPMI-8226 Zellen auch die Kombination
von AUY922 mit Doxorubicin als synergistisch, wenngleich hier der synergistische
Effekt schwacher ausgepragt war als bei den anderen Substanzkombinationen
(Cl < 0,85 ab einem betroffenen Zellanteil von 60%) (Abbildung 9B). Analoge Versuche
wurden auch fur die Kombination von HSP990 mit SAHA, LBH589 oder Melphalan
durchgefuhrt, hier zeigten zwar ebenfalls synergistische Effekte sowohl bei OPM-2 als
auch bei RPMI-8226 Zellen, diese waren jedoch grundsatzlich schwacher ausgepragt
als in der Kombination mit AUY922 anstelle von HSP990 (Abbildung 9C+D).

3.7. Die Kombination von AUY922 mit Histondeacetylaseinhibitoren, Melphalan
oder Doxorubicin fiihrt zu einer signifikanten Viabilitatsreduktion von
primaren Myelomzellen verglichen mit der Wirkung der einzelnen

Substanzen

Nachdem sich in MM-Zelllinien synergistische Effekte durch Kombination eines HSP90-
Inhibitors mit verschiedenen anderen Zytostatika zeigten, wurde untersucht, ob sich
diese Effekte auch bei primaren MM-Zellen beobachten lassen und ob sich auch hier
eine vorhandene Resistenz gegenuber der Hsp90-Inhibition Uberwinden lasst. Hierzu
wurden Zellen aus Knochenmarkaspirat von drei Patienten untersucht, wobei die Zellen
von zwei der drei Patienten gegenuber AUY922-Monotherapie partiell resistent waren
(maximale Inhibition Patient A: 59%, Patient B: 51%, Patient C: 90%; entsprechend
Patient 5, 6 und 9 aus Tabelle 4). Die Zellen wurden mit dem Kombinationspartner fur
24 h prainkubiert, anschlielend erfolgte die Zugabe von AUY922 und nach weiteren
48 h wurde die Viabilitat mittels MTT-Test bestimmt.

Wie in Abbildung 10 dargestellt, fuhrte die Kombination von AUY922 mit SAHA (Abbil-
dung 10A), LBH589 (Abbildung 10B), Melphalan oder Doxorubicin (Abbildung 10C) zu
einer statistisch signifikant erniedrigten Viabilitdt verglichen mit dem Effekt der jeweili-
gen Einzelsubstanzen (p < 0,05). So fuhrte die Behandlung mit 50 nM AUY922 allein zu
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einer Viabilitatsreduktion von 26, 24 bzw. 59% bei den Zellen von Patient A, B bzw. C.
Eine Monotherapie mit 1 yM SAHA reduzierte die Viabilitdt um 18 bzw. 21 bzw. 28%
und mit 8 nM LBH589 um 26 bzw. 24 bzw. 51% (Patient A bzw. B bzw. C). Die Kombina-
tion von AUY922 mit SAHA fuhrte zu einer Viabilitatsreduktion um 66 bzw. 47 bzw. 82%
und die Kombination von AUY922 mit LBH589 zu einer Viabilitatsreduktion um 77 bzw.
63 bzw. 85% bei Zellen von Patient A bzw. B bzw. C.
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Patient A Patient B Patient C AUY922 AUY922
AUY922 + SAHA + Melphalan + Doxorubicin
B 1 Abbildung 10. Die Kombination von
A3° AUY922 mit SAHA, LBH589, Melphalan
260 | ok oder Doxorubicin hemmt das Wachstum
s von primdaren Myelomzellen signifikant
= 40 - starker als die jeweiligen Einzelsubstan-
g zen. CD138" Zellen aus Knochenmarkaspirat
20 - von MM-Patienten wurden mit 1 pM SAHA
1 (A), 8 nM LBH589 (B), 5 uM Melphalan oder
0 ,

_ _ _ 0,25 uM Doxorubicin (C) fur 24 h prainkubiert.
Patient A Patient B PatientC  AnschlieRend erfolgte die Zugabe von 50 nM
AUY922 + LBHS89 AUY922 und nach einer weiteren Inkuba-

tionszeit von 48 h wurde die Viabilitat der Zellen mittels MTT-Test bestimmt. Blau: AUY922,
gelb: Kombinationspartner, d.h. SAHA (A) bzw. LBH589 (B) bzw. Melphalan (C, links) bzw.
Doxorubicin (C, rechts), rot: AUY922 + Kombinationspartner. * bedeutet Signifikanz p < 0,05.
(Abb. 10C: nur Patient C)

Far Melphalan und Doxorubicin konnten auf Grund der begrenzten Verfugbarkeit an
primaren Zellen nur Daten flr Patient C erhoben werden. Hier reduzierte eine Mono-
therapie mit 5 yM Melphalan die Viabilitdt um 50%, mit 0,25 yM Doxorubicin um 21%
und mit 50 nM AUY922 um 59%. Die Kombination von AUY922 mit Melphalan bzw.
Doxorubicin zeigte verglichen mit dem durch Monotherapie hervorgerufenen Effekt eine
signifikante Viabilitatsreduktion um 88 bzw. 87%.

Zusammenfassend erniedrigten somit alle getesteten Substanzkombinationen bei den
Zellen aller drei Patienten signifikant die Viabilitat verglichen mit dem Effekt einer Mono-
therapie mit den jeweiligen Einzelsubstanzen und die relative Resistenz der Zellen von

Patient A und B gegenuber AUY922-Monotherapie konnte durch die Kombinations-
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therapie Uberwunden werden (grofdere Viabilitatsreduktion durch die Kombinations-
therapie mit zwei eher niedrig dosierten Substanzen als durch hoch dosiertes AUY922

allein).

3.8. Die Kombination von HSP90-Inhibitoren mit Melphalan fiihrt zur verstarkten

Aktivierung der Caspasen 2, 3, 8 und 9

Wie bereits gezeigt, wird die Apoptose durch Behandlung mit AUY922 oder HSP990
Uber Caspase-8 eingeleitet (Abbildung 5). Im Folgenden wurde nun untersucht, ob die
Kombination von Hsp90-Inhibitoren mit anderen Zytostatika mdglicherweise weitere
Wege der Apoptoseeinleitung aktiviert. Hierzu wurden OPM-2-Zellen mit SAHA,
LBH589, Doxorubicin oder Melphalan fur 4 h prainkubiert, dann erfolgte die Zugabe von
AUY922 bzw. HSP990 und nach weiteren 8 h wurden die Zellen lysiert und bezuglich

des Gehalts verschiedener Caspasen mittels Western Blot untersucht.

-—w *'—“ Caspase-2

- — W s Caspase-8

: ,}cleaved Caspase-8

—— —-——- — | — ~ Caspase-9

T —— S — s C—
- }cleaved Caspase-9

— — —— o Cuspise:s

...“ . .__*, }cleaved Caspase-3
M _-—‘ B-Actin

- AUY922
- - - - - + + - HSP990
+ + - - + + - - Melphalan

Abbildung 11. Die Kombination von HSP90-Inhibitoren mit Melphalan fiihrt zur verstark-
ten Aktivierung der Caspasen 2, 8, 9 und 3. OPM-2 Zellen wurden fir 4 h mit 15 yM Melpha-
lan behandelt, dann erfolgte die Zugabe von 40 nM AUY922 bzw. HSP990 und nach einer
weiteren Inkubationszeit von 8 h mit beiden Substanzen wurden die Zellen lysiert. Die Zelllysate
wurden mittels SDS-PAGE und Western Blot bezuglich der Expression der Caspasen 2, 8, 9
und 3 sowie der zugehdrigen Spaltprodukte untersucht. B-Actin diente als Beladungskontrolle.

Im Fall der Kombination mit HDAC-Inhibitoren oder Doxorubicin zeigte sich nur die
bereits durch die Hsp90-Inhibitor-Monotherapie bewirkte Aktivierung von Caspase-8,

jedoch keine Aktivierung anderer Initiatorcaspasen (Daten nicht gezeigt). Die Kombi-
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nation von AUY922 oder HSP990 mit Melphalan hingegen fihrte erstens zu einer
verstarkten Aktivierung von Caspase-8 durch die Kombinationstherapie verglichen mit
dem Effekt der jeweiligen Einzelsubstanzen und zweitens wurden durch die Kombi-
nationstherapie zusatzlich Caspase-2 und -9 als weitere Initiatorcaspasen aktiviert
(Abbildung 11). In Ubereinstimmung mit der verstarkten Aktivierung der verschiedenen
Initiatorcaspasen wurde auch Caspase-3 als letztes Glied der Caspasenkaskade durch
die Kombination von AUY922 bzw. HSP990 mit Melphalan starker aktiviert, als es durch

die jeweiligen Einzelsubstanzen der Fall war.
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4. Diskussion

Obwohl dank neuer Therapiemoglichkeiten wie der Hochdosischemotherapie mit Mel-
phalan in den letzten zwei Jahrzehnten eine deutliche Verbesserung der Prognose beim
MM erreicht werden konnte, handelt es sich beim MM weiterhin um eine Krankheit, die
bei der Uberwiegenden Mehrzahl der Patienten nicht geheilt werden kann. Neue
medikamentdse Therapien sollen einerseits die Lebenserwartung der Patienten ver-
bessern, andererseits jedoch durch ihre Nebenwirkungen die Lebensqualitat moglichst
wenig beeintrachtigen. Um die Wirkung auf Nicht-Tumorzellen — und damit die uner-
wunschten Wirkungen — so gering wie moglich zu halten, werden Substanzen gesucht,
deren Angriffsziele ganz Uberwiegend in malignen Zellen vorliegen oder die flr maligne
Zellen eine weitaus grolkere Bedeutung haben als flir normale Zellen. Bei der pra-
klinischen Entwicklung neuer, spezifischer Therapien des MM sind in den letzten Jahren
als maogliche Zielstrukturen vor allem die vier Signalwege in den Mittelpunkt gertckt, die
fir das Uberleben und die Proliferation von MM-Zellen besonders wichtig sind: der
JAK/Stat-, PI3K/Akt-, NFKB- und der MAPK-Signalweg liber ERK1/2 als MAPK*.

Im Vergleich zur unspezifischen zytostatischen Therapie mit Substanzen wie beispiels-
weise Melphalan, das eine globale Alkylierung der DNA verursacht, gibt es bei der ziel -
gerichteten antineoplastischen Therapie jedoch auch einige Probleme: Die Signalwege
sind zum Teil redundant, das heil3t bei Ausschaltung eines einzelnen Signalwegs kann
die Zelle durch verstarkte Aktivierung der anderen Signalwege der antiproliferativen
Wirkung eines Inhibitors entgehen und zumindest partiell resistent werden ' %, AuRer-
dem sind die verschiedenen Signalkaskaden je nach zu Grunde liegender Genetik bei
individuellen Patienten von unterschiedlicher Relevanz, sodass die Ausschaltung ein
und desselben Signalwegs bei verschiedenen Patienten zu einem unterschiedlichen
Ansprechen auf die Therapie flhren kann'""

Der Vorteil von Hsp90 als Ziel der antineoplastischen Therapie im Vergleich zum
direkten Angriff auf eine spezifische Signalwegkomponente liegt darin, dass zentrale
Komponenten aller vier entscheidenden Signalwege Hsp90-Substrate sind, das heif3t
Hsp90-Inhibition wirkt sich auf alle vier Signalwege aus (Tabelle 7)"%"",

Zudem ist die Kombination verschiedener Substanzen mit unterschiedlichen Wirk-
mechanismen (z.B. DNA-Schadigung in Kombination mit Kinaseinhibition) aulerst

sinnvoll: Auf diese Weise kann die Zelle die Blockade eines Signalwegs nicht oder nur
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schwer durch Verstarkung eines anderen kompensieren und die Resistenzbildung wird

vermindert.

Signalweg | Signalwegkomponente und Hsp90-Substrat | Tabelle 7. Beispiele fiir
Hsp90-abhangige Signal-

JAK/Stat |JAK1"2 "3 Stat3™M3Me wegkomponenten  beim
PI3K/Akt | IGF-1-Rezeptor"®, Akt"" 8 multiplen Myelom
NFkB Inhibitor of kB (IkB) -Kinasen a, B, y, "% %

MAPK Raf-1"", MAP/ERK Kinase (MEK)'"'

4.1. Wirksamkeit von AUY922 und HSP990 als Einzelsubstanzen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die beiden neuen, niedermoleku-
laren Hsp90-Inhibitoren AUY922 und HSP990 effektiv die Proliferation von MM-Zellen
hemmen konnen. Allerdings ist die Wirksamkeit beider Substanzen sowohl bei primaren
Zellen als auch bei Zelllinien stark abhangig von den Eigenschaften der individuellen
Tumorpopulation bzw. Zelllinie: Es gibt Patientenzellen sowie Zelllinien, die bereits
infolge einer Exposition mit geringen Konzentrationen AUY922 bzw. HSP990 ihren
Stoffwechsel vollkommen einstellen, Zellen anderen Ursprungs hingegen weisen selbst
gegenuber hohen Substanzkonzentrationen eine Resistenz auf. Diese Beobachtungen
stehen in Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die unterschiedliche
Hsp90-Inhibitoren nicht nur beim MM sondern auch bei anderen Neoplasien hinsichtlich
ihrer Wirksamkeit untersuchten®® 122129,

Die Ursache fur das unterschiedliche Ansprechen auf die Therapie mit Hsp90-
Inhibitoren ist bislang ungeklart, moglicherweise konnten individuelle genetische
Veranderungen flr die Sensitivitat der Zellen verantwortlich sein: So kénnte einerseits
das Hsp90-Molekul selbst mutiert und damit seine Affinitat zu den eingesetzten
Inhibitoren verandert sein. Andererseits kdnnten einige der Hsp90-Substrate so mutiert
sein, dass sie auch ohne Anwesenheit eines Chaperons funktionell bleiben und eine
Hsp90-Inhibition entsprechend folgenlos bliebe. Weiterhin ist denkbar, dass die Hsp90-
Substrate zwar durch Hsp90 stabilisiert werden und ihre Funktion somit besser erfullen
kénnen, das heildt jedoch nicht, dass sie ohne Hsp90 vollkommen funktionslos sein
mussen. Dies wurde die partielle Resistenz einiger Zellklone gegenuber Hsp90-
Inhibition erklaren: Auf einem niedrigeren Niveau konnten die fur das Uberleben der

Zelle notwendigen Signalwege auch ohne Hsp90 aktiv sein. Entsprechend ware auch



4. Diskussion Seite 50

eine weitere Dosissteigerung des Hsp90-Inhibitors ab der Konzentration, bei der alle
Hsp90-Molekile einer Zelle gehemmt sind, ohne weiteren Effekt.

Zusatzlich konnte das spezifische Profil einer Zelle an Cochaperonen sowie an post-
translationalen Modifikationen die Interaktion zwischen Hsp90 und seinem Inhibitor
sowie zwischen Hsp90 und seinen Substraten beeinflussen.

Eine weitere Erklarung flr das unterschiedliche Ansprechen auf die Hsp90-Inhibition
konnte sein, dass andere Chaperone zumindest teilweise die Funktion von Hsp90 Uber-
nehmen. Diese Theorie wird durch die bereits bekannte und auch hier beobachtete Ex-
pressionssteigerung von Hsp70 nach Applikation von Hsp90-Inhibitoren gestiitzt™%'%,
Zudem konnten Zaarur et al. zeigen, dass eine Hemmung der Hochregulation von
Hitzeschockproteinen durch knockout des Transkriptionsfaktors heat shock factor 1
(HSF-1) zu einem sensitiveren Ansprechen verschiedener Tumorzellen auf Hsp90-
Inhibitoren fiihrt™°. Allerdings konnte im Rahmen dieser Arbeit kein eindeutiger
Zusammenhang zwischen dem Expressionslevel von Hsp70 und dem Ansprechen auf
die Hsp90-Inhibition gefunden werden: So war zwar in unbehandelten OPM-2- und
U266-Zellen die Hsp70-Expression geringer als in den partiell resistenten RPMI-8226-
Zellen, die sensitiven Zelllinien MM.1s und NCI-H929 hingegen wiesen eine ahnlich
hohe bzw. héhere Hsp70-Expression auf als RPMI-8226-Zellen (Abbildung 7, Tabelle
6). Trotzdem kénnte Hsp70 an einer Resistenz gegentiber Hsp90-Inhibition beteiligt
sein, wobei vermutlich nicht ausschlieBlich die Menge an Hsp70 sondern viel mehr
seine Funktionalitdt in Abhangigkeit beispielsweise von zellspezifischen Mutationen,

posttranslationalen Modifikationen und Cofaktoren entscheidend sein durfte.

4.2. Stoffwechselveranderungen und Apoptoseeinleitung durch Hsp90-Inhibition

4.2.1. Apoptoseeinleitung und Zellzyklusarrest

Die Einleitung der Apoptose durch Hsp90-Inhibition erfolgte bei den untersuchten Zell-
linien bereits nach zwei Stunden Uber die Spaltung von Caspase-8. Dies kdnnte durch
die Aktivierung von Rezeptoren der TNF-Familie induziert werden, es ist jedoch auch
denkbar, dass die Hsp90-Inhibition zu einer Destabilisierung zytosolischer Repressoren
der Caspasenaktivierung fuhrt. Im Weiteren bewirkten sowohl AUY922 und HSP990 als
auch die Vorgangersubstanz 17-AAG einen deutlichen Zellzyklusarrest in der G2-Phase
(OPM-2, RPMI-8226 und U266; Daten zum Teil nicht gezeigt). Induktion eines Zell-
zyklusarrestes speziell in der G2-Phase ist jedoch keine regelhafte Eigenschaft der

Hsp90-Inhibitoren, da je nach Tumorart der durch Hsp90-Inhibition induzierte Arrest
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auch in anderen Phasen des Zellzyklus stattfinden kann'%® 2. 129 131 Hier scheint der

Tumortyp entscheidend zu sein.
4.2.2. Akt-Signalweg

Bezulglich der fur das Wachstum von MM-Zellen entscheidenden Signaltransduktions-
wege zeigte sich in OPM-2-Zellen zwar nur eine geringe Verminderung der Gesamt-Akt-
Expression, die Menge der aktiven, phosphorylierten Form sank nach 24 h Hsp90-
Inhibition jedoch auf 20% des Ausgangsniveaus ab (Abbildung 6). Dies lasst auf eine
deutliche Hemmung des PI3K/Akt-Signalweges schlieen, was wiederum auch eine
verminderte NFkB-Aktivierung zur Folge hat'™. Eine Verminderung der Expression von
Akt bzw. Phospho-Akt in MM-Zellen ist in der Literatur auch infolge einer Hsp90-
Inhibition mit anderen Substanzen wie beispielsweise 17-AAG beschrieben'* 32,
Zollinger et al. konnten zeigen, dass es Akt-abhangige und -unabhangige Zellklone
sowohl bei MM-Zelllinien als auch bei primaren MM-Zellen gibt: Akt-abhangige Klone,
wie z.B. die Zelllinie OPM-2 oder MM.1s, exprimieren Phospho-Akt und ihr Wachstum
lasst sich durch Akt-Inhibitoren hemmen. Die Akt-unabhangigen Klone, beispielsweise
die Zelllinie U266, weisen dagegen kein Phospho-Akt auf und sind resistent gegenuber
Akt-Inhibitoren™'. Im Rahmen dieser Arbeit konnte — in Einklang mit den Ergebnissen
von Zollinger et al. — in U266-Zellen kein Phopho-Akt nachgewiesen werden,
interessanterweise zeigte sich jedoch bei dieser Zelllinie eine geringe Menge Phospho-
Akt nach Hsp90-Inhibition. Dies konnte bedeuten, dass die Zellen alternative, sonst
inaktivierte Stoffwechselwege aktivieren, um den Folgen der Hsp90-Inhibition zu
entgehen, andererseits bietet es eine mogliche Erklarung, weshalb sich das Wachstum
von U266-Zellen im Vergleich zu OPM-2-Zellen durch Hsp90-Inhibition nicht vollstandig
unterdricken lasst: Da U266-Zellen normalerweise nicht auf Phospho-Akt angewiesen
sind, kénnte ihnen im zellularen Stress eine geringe Menge ausreichen, wohingegen
OPM-2-Zellen Akt-abhangig sind und damit bereits eine unvollstandige Hemmung
dieses Signalwegs zu einer Beeintrachtigung des Wachstums flihren konnte.

Eine ahnliche Erklarung bietet sich auch fur die partielle Resistenz der Zelllinie RPMI-
8226 gegenuber Hsp90-Inhibition an: Hier war zwar bereits in unbehandelten Zellen
Phospho-Akt nachweisbar, die Expression stieg jedoch infolge der Behandlung mit
Hsp90-Inhibitoren weiter an. Madglicherweise ist Phospho-Akt in diesen Zellen auch in
Abwesenheit von Hsp90 funktionell, sodass seine Expressionserhohung die Hemmung

anderer Signalkaskaden zumindest teilweise ausgleichen kann.
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Bei den gegenuber Hsp90-Inhibition sehr sensiblen MM.1s-Zellen hingegen wurde zwar
die Gesamt-Akt-Expression durch Hsp90-Inhibition verstarkt, die Phospho-Akt-
Expression hingegen nahm ab. Eine mdgliche Erklarung ware, dass die Zellen zwar
versuchen, die Beeinflussung des Akt-Signalwegs durch Hsp90-Inhibition mittels
Expressionssteigerung von Akt auszugleichen. Hsp90 ist jedoch notwendig, um
Phospho-Akt zu stabilisieren, sodass es trotz Zunahme von Gesamt-Akt zu einer
Abnahme der Phospho-Akt-Menge und damit zu einer (partiellen) Inaktivierung der Akt-

Signalkaskade kommt.
4.2.3. ERK1/2-Signalweg

Die Hemmung des ERK1/2-Signalwegs zeigte sich im Vergleich zum Akt-Signalweg bei
OPM-2-Zellen weniger stark ausgepragt: Die Gesamt-ERK1/2-Expression nahm nach
Hsp90-Inhibition sogar leicht zu. Aber auch hier sank die Menge der aktiven, phospho-
rylierten Form ab, allerdings nur auf 55% des Ausgangsniveaus (Abbildung 6).

Der Vergleich der verschiedenen MM-Zelllinien zeigte eine durchweg einheitliche
Beeinflussung des ERK1/2-Signalwegs durch Hsp90-Inhibition (Tabelle 5): Die Gesamt-
ERK1/2-Expression war bei allen Zelllinien unbeeinflusst oder nur geringfugig
verandert, die Expression von Phospho-ERK1/2 als Marker fur die Aktivitat des Signal-
wegs hingegen wurde durch Hsp90-Inhibition bei allen untersuchten Zelllinien vermin-
dert. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen, die den
Einfluss verschiedener Hsp90-Inhibitoren beim MM und anderen Tumoren auf den

ERK1/2-Signalweg untersuchten'® 133134,
4.2.4. JAK/Stat-Signalweg

Die Expression von Gesamt-Stat3 als Endpunkt des JAK/Stat-Signalwegs zeigte sich
bei den hier analysierten MM-Zelllinien durch Hsp90-Inhibition unbeeinflusst (Daten
nicht gezeigt). Eine Phosphorylierung von Stat3, gleichbedeutend mit der Aktivierung
des Signalwegs, war von den sechs getesteten MM-Zelllinien nur in der Zelllinie U266
nachweisbar, hier zeigte sich eine leichte Expressionsabnahme (1,3-fache Abnahme
des MFW) durch Hsp90-Inhibition (Daten nicht gezeigt).

Catlett-Falcone et al. konnten zeigen, dass die Zelllinie U266 — im Gegensatz zu den
anderen im Rahmen der vorliegenden Arbeit verwendeten MM-Zelllinien — einen konsti-
tutiv aktiven JAK/Stat3-Signalweg aufweist, der abhangig von autokrin sezerniertem
IL-6 ist'”. Die Stat3-Aktivierung lasst sich durch Zugabe von zusatzlichem IL-6 noch

steigern. Im Rahmen anderer Arbeiten, bei denen die Zellen grundsatzlich mit IL-6
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stimuliert wurden, konnte auch in weiteren IL-6-abhangigen MM-Zelllinien aktives
Phospho-Stat3 nachgewiesen werden'* 34 Bei den hier vorgestellten Versuchen wurde
jedoch kein IL-6 zugesetzt, sodass es nicht verwunderlich ist, dass auch in
unbehandelten Zellen mit Ausnahme der Zelllinie, die sich autokrin mit IL-6 stimuliert,
kein Phospho-Stat3 messbar war.

Dies lasst darauf schlieBen, dass Hsp90-Inhibition zwar erwartungsgemal® den
JAK/Stat-Signalweg hemmen kann, in finf der sechs getesteten Zelllinien ist dieser

Signalweg jedoch in Abwesenheit von IL-6 ohnehin inaktiv.
4.3. AUY922 bzw. HSP990 in Kombination mit anderen Chemotherapeutika

Nicht nur im Rahmen dieser Arbeit sondern auch bei Untersuchungen anderer Gruppen
zeigte sich, dass das Ansprechen von MM- sowie anderen Tumorzellen auf alleinige
Hsp90-Inhibition sehr variabel ist?® 2212 Aus diesem Grund erscheint es sinnvoll, bei
der antineoplastischen Therapie einen Hsp90-Inhibitor mit mindestens einer anderen
Substanz zu kombinieren. Andere Gruppen zeigten bereits bei verschiedenen Tumor-
entitdten einen zusatzlichen zytotoxischen Effekt durch Kombination von Hsp90-
Inhibitoren mit zytotoxischen Substanzen wie Etoposid (Topoisomeraseinhibitor)'?,
Taxol (Mitosespindelgift)'*®, Cisplatin (Querverkniipfung der DNA)"" oder Cytarabin
(Pyrimidinantagonist)'” sowie mit zielgerichteten Therapeutika wie Imatinib (Tyrosin-
kinaseinhibitor)'®, Bortezomib (Proteasominhibitor)’® " oder Rituximab (Anti-CD20)'".
Bisher finden sich in der Literatur keine Angaben zur Kombination von Hsp90-
Inhibitoren mit Melphalan (Alkylans) oder Doxorubicin (Anthrazyklin). Hingegen gibt es
einige Publikationen zur Kombination von HDAC- mit Hsp90-Inhibitoren, bislang
allerdings nicht beim MM™245,

Es zeigte sich, dass die Kombination von AUY922 bzw. HSP990 mit HDAC-Inhibitoren
oder Melphalan oder Doxorubicin synergistisch bezlglich der Apoptoseinduktion wirkt
(Abbildung 9). Die Synergie war bei der gegenuber alleiniger Hsp90-Inhibition partiell
resistenten Zelllinie RPMI-8226 starker ausgepragt (kleinerer Cl), als bei der Zelllinie
OPM-2, die sich bereits gegenuber alleiniger Hsp90-Inhibition sensibel zeigte. So liel
sich mittels aller getesteten Kombinationen die primare Resistenz von RPMI-8226-

Zellen gegenuber Hsp90-Inhibition uberwinden.
4.3.1. Hsp90-Inhibition in Kombination mit Histondeacetylaseinhibition

Aus der Arbeit anderer Gruppen ist bekannt, dass acetyliertes Hsp90 sowohl ATP, als

auch Cochaperone und Substratproteine weniger stark bindet als deacetyliertes, des



4. Diskussion Seite 54

Weiteren konnte gezeigt werden, dass die Bindung des Hsp90-Inhibitors 17-AAG an
acetyliertes Hsp90 starker ist als an deacetyliertes™ '*°. Hsp90 befindet sich im Zyto-
plasma, wohingegen die meisten HDACs im Nukleus lokalisiert sind. Bei HDACG6 jedoch
handelt es sich um ein Uberwiegend im Zytosol vorkommendes Protein, von dem
auRBerdem gezeigt werden konnte, dass Hsp90 zu seinen Substraten zahlt™"-1°,

Diese Fakten machen die Kombination von HDAC- mit Hsp90-Inhibitoren sehr viel ver-
sprechend. Bemerkenswert ist, dass die verschiedenen Substanzkombinationen bei
gleichzeitiger Zugabe bestenfalls eine additive Wirkung zeigten und erst bei Prainkuba-
tion des HDAC-Inhibitors eine Synergie erreicht wurde. Eine mdgliche Erklarung hierfar
konnte sein, dass Hsp90 zuerst acetyliert werden muss, damit anschlieRend seine
Bindung und damit Empfindlichkeit gegenliber einem Hsp90-Inhibitor erhoht ist® 146 147,
Bei Versuchen anderer Arbeitsgruppen zeigte sich zum Teil ebenfalls eine Sequenz-
abhangigkeit bei der Kombination von Hsp90-Inhibitoren mit anderen Substanzen, auch
hier musste der Hsp90-Inhibitor nach Prainkubation mit dem Kombinationspartner
zugegeben werden, um einen maximalen Effekt zu erreichen™" ' 52 Hier wurde
postuliert, dass die Hsp90-Inhibition einen profunden Zellzyklusarrest bewirkt und dass
deshalb weitere Substanzen, die in anderen Phasen des Zellzyklus wirken bzw. die fur
ihre Wirkung ein Minimum an Proliferation bendétigen, nicht mehr wirken kénnen, sodass
es nur zu einer Synergie kommt, wenn der Kombinationspartner seine Wirkung
entfalten kann bevor der Hsp90-Inhibitor zum Zellzyklusarrest fuhrt. Diese Erklarung
koénnte auch auf die Kombination von HDAC- mit Hsp90-Inhibitoren zutreffen.

Im Hinblick auf die beiden verschiedenen getesteten HDAC-Inhibitoren konnten nur
minimale Unterschiede festgestellt werden: Die Synergie beider Hsp90-Inhibitoren mit

SAHA war tendentiell etwas starker ausgepragt als mit LBH589.
4.3.2. Hsp90-Inhibition in Kombination mit Melphalan oder Doxorubicin

Bei Melphalan, einem Alkylans, handelt es sich um eine seit den 1960er Jahren
etablierte Substanz zur Therapie des MM. Trotz der Entwicklungen der letzten Jahre ist
Melphalan — mit Ausnahme der Induktionstherapie vor Stammzellmobilisation fur die auf
die Hochdosischemotherapie folgende ASCT — weiterhin Bestandteil vieler gangiger
Therapieschemata'™*'. Auch die Anwendung der Substanzen Thalidomid und
Bortezomib in der Erstlinientherapie des MM ist in Europa nur in Kombination mit

Melphalan und Prednison zugelassen.
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Doxorubicin ist eine in die DNA interkalierende Substanz, die in der Folge die
Matrizenfunktion und damit die DNA- und RNA-Synthese blockiert. Doxorubicin wird
ebenfalls schon seit Langerem zur Therapie des MM eingesetzt'®51%8,

Melphalan zeigte in Kombination mit beiden getesteten Hsp90-Inhibitoren sowohl bei
OPM-2- als auch bei RPMI-8226-Zellen eine starkere Synergie (kleinerer Cl) als alle
anderen getesteten Substanzkombinationen. Die Kombination von Doxorubicin mit
Hsp90-Inhibitoren hingegen zeigte nur einen additiven bis schwach synergistischen
Effekt. Allerdings war auch hier eine Prainkubation von Melphalan bzw. Doxorubicin vor
Zugabe des Hsp90-Inhibitors von entscheidender Bedeutung hinsichtlich der Auspra-
gung des synergistischen Effekts. Hierfur konnte ebenfalls der profunde Zellzyklusarrest
durch die Hsp90-Inhibitoren verantwortlich sein: Melphalan und Doxorubicin wirken
zwar phasenunspezifisch, der zytotoxische Effekt zeigt sich aber in beiden Fallen nur in
der S-Phase des Zellzyklus. Bei Prainkubation oder gleichzeitiger Zugabe eines Hsp90-
Inhibitors kommt es moglicherweise so schnell zum Zellzyklusarrest, dass Melphalan

bzw. Doxorubicin seine Wirkung nur noch unzureichend entfalten kann.
4.4. Vergleich zwischen AUY922 und HSP990

Auffallig ist, dass beide untersuchten Substanzen auf die jeweiligen Zelllinien einen
nahezu identischen Effekt ausibten, sowohl was den ICs, als auch was die maximal
erreichbare Viabilitatsinhibition sowie den konzentrationsabhangigen Apoptoseindex
betrifft. In jeweils gleicher Konzentration waren die Effekte beider Substanzen auf die
Expression verschiedener Signaltransduktoren wie (p-)Akt und (p-)ERK1/2 fast
identisch, Gleiches gilt fir die Induktion von Hsp70 und die Einleitung der Apoptose
durch die untersuchten Caspasen (Daten zum Teil nicht gezeigt). Sdmtliche Versuche
mit AUY922 und HSP990 als Einzelsubstanz legen nahe, dass madglicherweise die
chemische Struktur der inhibitorischen Domanen der beiden Substanzen ahnlich ist.
Geringfugige Unterschiede zeigten sich jedoch bei der Kombination von AUY922 bzw.
HSP990 mit anderen Substanzen: So wies zwar bei beiden Hsp90-Inhibitoren die Kom-
bination mit Melphalan die starkste Synergie auf und die Synergie war bei RPMI-8226-
Zellen unabhangig vom Kombinationspartner starker ausgepragt als bei OPM-2-Zellen,
bei allen untersuchten Kombinationen zeigte sich jedoch ein etwas starkerer synergisti-
scher Effekt beim Einsatz von AUY922 als Hsp90-Inhibitor verglichen mit HSP990.
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5. Zusammenfassung

Beim multiplen Myelom handelt es sich um eine Neoplasie terminal differenzierter B-
Lymphozyten, die durch eine diffuse oder multilokulare Infiltration des Knochenmarks
mit malignen Plasmazellen und die Produktion monoklonaler Immunglobuline
gekennzeichnet ist. Trotz weitreichender Fortschritte in der Therapie, die in den letzten
zwei Jahrzehnten zu verzeichnen waren, handelt es sich um eine Krankheit, die bislang
nur bei einem kleinen Teil der Patienten geheilt werden kann. Neuartige zielgerichtete
medikamentdse Therapien (so genannte ,targeted therapies®) sind Gegenstand der
aktuellen Forschung®?. Eines dieser neuen Angriffsziele sind Chaperone der Familie
Hsp90, die zwar ubiquitar von allen Zellen exprimiert werden, auf deren Inhibition
Tumorzellen aber weitaus sensibler reagieren als nicht-neoplastische Zellen**°. Der
erste Hsp90-Inhibitor, der kdrzlich in die klinische Testung gelangte, war das 17-Allyl-
amino-17-Demethoxygeldanamycin (17-AAG). Dieses Geldanamycin-Derivat zeichnet
sich durch eine relativ geringe inhibitorische Potenz aus® ©. Jiingst konnten mit Hilfe
moderner chemischer Verfahren synthetische, hoch selektive Hsp90-Inhibitoren ent-
wickelt werden.

Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die beiden neuen,
synthetischen, niedermolekularen Hsp90-Inhibitoren AUY922 und HSP990 in der Lage
sind, das Wachstum von Myelomzelllinien sowie von primaren Tumorzellen von
Patienten mit multiplem Myelom zu hemmen. AUY922 und HSP990 fuhrten bei den
untersuchten Zelllinien — eingeleitet durch Caspase-8 — zum Zellzyklusarrest in der G2-
Phase und zur Induktion von Apoptose. Im Hinblick auf die fiir das Uberleben von
Myelomzellen wichtigsten Signalwege zeigte sich eine Hemmung der MAPK-
Signalkaskade uber ERK1/2 sowie zumindest in einem Teil der untersuchten Zelllinien
eine Hemmung der Akt-Signalkaskade. Ein Einfluss auf den JAK/Stat-Signalweg konnte
von den untersuchten Zelllinien nur in U266-Zellen gefunden werden, dies ist jedoch
auch die einzige der analysierten Zelllinien, die unter den verwendeten Versuchs-
bedingungen einen aktiven JAK/Stat-Signalweg aufweist. Als Reaktion auf die Hsp90-
Inhibition erfolgte kompensatorisch eine Hochregulation der Hsp70-Expression.

Da sich deutliche Unterschiede zwischen den verschiedenen Zelllinien bzw. primaren
Myelomzellen hinsichtlich des Ansprechens auf eine Monotherapie mit AUY922 bzw.
HSP990 zeigten und einige Zelllinien bzw. sortierte Myelomzellen von Patienten mit

multiplem Myelom eine primare Resistenz gegenuber den untersuchten Substanzen
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aufwiesen, wurde die Kombination der beiden Hsp90-Inhibitoren mit HDAC-Inhibitoren,
Melphalan oder Doxorubicin untersucht. Hier konnten unter der Bedingung, dass der
Kombinationspartner vor der Zugabe des Hsp90-Inhibitors prainkubiert wurde,
synergistische Effekte fur alle getesteten Kombinationen gezeigt werden.
Interessanterweise war die Synergie bei der gegenuber alleiniger Hsp90-Inhibition
partiell resistenten Zelllinie RPMI-8226 starker ausgepragt als bei der sensiblen Zelllinie
OPM-2. Die partielle Resistenz der RPMI-8226-Zellen gegenlber alleiniger Hsp90-
Inhibition konnte durch Kombination mit allen getesteten Substanzen vollstandig
uberwunden werden (Viabilitatsreduktion um 100%).

In einer Monotherapie verhielten sich die beiden untersuchten Hsp90-Inhibitoren hin-
sichtlich Apoptoseinduktion und Effekt auf die intrazellularen Signalkaskaden identisch.
Bei den Kombinationsversuchen zeigte sich jedoch grundsatzlich eine etwas starker
ausgepragte Synergie bei Verwendung von AUY922 verglichen mit HSP990.

Da sich sowohl AUY922 sowie HSP990 zurzeit in der frihen klinischen Entwicklung
befinden, kénnten die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten eine Grundlage flr

klinische Studien mit moglichen Kombinationspartnern wie Melphalan darstellen.
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