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1 Einleitung
1.1 Proteasom
1.1.1 Struktur und Funktion

Das Ubiquitin-Proteasom-System ist in den letzten Jahren zunehmend in den Fokus der
translationalen Tumorforschung geruckt [1]. Die Entdeckung des spater als Proteasom
bezeichneten =zellularen Proteinabbauapparates begann mit der Beschreibung
rektangularer Gebilde im Zytoplasma tierischer und pflanzlicher Zellen [2]. In darauf
folgenden Jahren wurden von unterschiedlichen Forschergruppen hochmolekulare
multikatalytische Proteinasen aus verschiedenen eukaryotischen Geweben isoliert [3,
4]. Spater stellte sich heraus, dass diese Enzymaktivitaten dem Proteasom zugeordnet
werden konnten.

Das Proteasom stellt einen multikatalytischen Enzymkomplex dar, der sich aus
mehreren funktionellen Untereinheiten zusammensetzt. Bestehend aus einer zentralen
multikatalytischen Untereinheit (Core Partikel (CP), Sedimentationsgeschwindigkeit
dieses Partikels =20 Svedberg (S)), und zwei regulierenden 19S Untereinheiten
(Regulierende Partikel (RP)), setzt sich der 26S Gesamt-Proteasom-Komplex
zusammen [5]. Das Proteasom ist sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma von
Eukaryoten lokalisiert [6]. Das zylinderformige 20S CP besteht aus je 2 ringférmig
angeordneten a- und 3- Untereinheiten und bildet den katalytischen Kern [7]. Sowohl a-
als auch B-Ringe bestehen aus jeweils 7 distinkten Untereinheiten. Zwei aul3en
liegende a-Ringe verhindern den direkten Zugang zum Inneren. Die aktiven Zentren der
B-Einheiten sind dem Hohlraum zugewandt und jeweils um ein N-terminales
nukleophiles Threonin gelagert [8, 9]. Die beiden zentralen B-Ringe besitzen die
eigentliche Proteasenaktivitat, die sich im wesentlichen aus drei unterschiedlichen
Proteaseaktivitdten = zusammensetzt: caspaseartig (81; auch postglutamyl-
hydrolysierend), trypsinartig (B2) und chymotrypsinartig (B85), entsprechend den
Peptidspaltstellen (jeweils nach einer sauren, basischen und hydrophoben Bindung)
[10, 11]. Abzubauende Proteine werden zunachst kovalent an Ubiquitin gebunden und
somit markiert. Das Ubiquitin aktivierende Enzym (E1) erkennt und Ubertragt letztere
auf das Ubiquitin konjugierende Enzym (E2), welches im Zusammenspiel mit der
Ubiquitin-Ligase (E3) die kovalente Polyubiquitinierung der Proteine an einem Lysinrest
ermoglicht [12, 13]. Die den a-Ringen aufsitzenden 19S RPs erkennen spezifisch

polyubiquitinierte Proteine als Proteasomsubstrat, entfalten diese unter Verbrauch von




Adenosintriphosphat (ATP) und fuhren sie dem 20S CP zu [14]. Die Abbildung (Abb.) 1

zeigt schematisch diese Vorgange.

ATP (4)
o . -E"> -
Ubiquitin (1) (2) (3) r
AMP+PP, \‘
D) (7) DUB
o.‘C\ (5)
] £
19SRP | ©
' @ scp | 8
& - @
J1esrp 1 g

(6)

Oligopeptide

Abb. 1: Schematische Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Systems. Ubiquitin aktivierendes
Enzym (E1); Ubiquitin konjugierendes Enzym (E2); Ubiquitin-Ligase E3); Ubiquitin (Ub);
Ubiquitin abspaltendes Enzym (DUB); Regulierendes Partikel (RP); Core Partikel (CP). (1)
Aktivierung von Ubiquitin durch E1 unter Verbrauch von ATP; (2) Ubertragung von Ub auf
E2; (3) E2+Ub und E3 assoziieren; (4) Polyubiquitinylierung von Zielproteinen; (5)
Erkennung der markierten Proteine durch das RP; (6) Verdauung der Zielproteine durch
das Proteasom mit Freisetzung von Oligopeptiden; (7) Entfernen der Ubiquitinreste und
Freisetzung erneut einsetzbarer Ubiquitin-Monomere.

Als wesentliche Funktion des Proteasoms wurde initial dessen Rolle beim nicht-
lysosomalen Proteinabbau identifiziert. Das Ubiquitin-Proteasom-System ist fur den
Umsatz der Mehrzahl intrazellularer Proteine verantwortlich [15]. Mittlerweile ist
bekannt, dass das Proteasom nicht nur eine wichtige Rolle beim Erhalt der Hombostase
spielt, sondern darUber hinaus direkt oder indirekt den Ablauf wichtiger Signalkaskaden,
wie etwa des Zellzyklus, durch Abbau Zellzyklus regulierender Proteine [16] reguliert.
Auch Zellwachstum und Proliferation werden durch den Ubiquitin vermittelten Abbau
von Tumorsuppressoren, Protoonkogenen und Komponenten von
Signaltransduktionssystemen beeinflusst [13]. Falsch gefaltete Proteine aus dem




endoplasmatischen Retikulum werden abgebaut [17], und auch an der

Antigenprozessierung ist das Proteasom beteiligt [18].
1.1.2 Proteasom bei malignen Zellen

Es konnte gezeigt werden, dass die Proteasomaktivitat bei verschiedenen malignen
Zellen, wie etwa bei Myelomzellen (MC) [19], oder bei Zellen des Mantelzelllymphoms
(MCL) [20], konstitutiv erhoht ist. Beim multiplen Myelom (MM) wurde nachgewiesen,
dass die zirkulierende Proteasomkonzentration im Serum von MM Patienten im
Vergleich zu der Konzentration bei gesunden Probanden deutlich erhdht ist, und einen
prognostischen Faktor fur das Gesamtuberleben der Patienten mit MM darstellt [21].
Beim MCL wurde gezeigt, dass der cyclinabhéngige Kinase-Inhibitor (CDKI) p27%°’
(p27), der eine Zellzyklus hemmende Funktion ausubt, durch eine gesteigerte
Proteasomaktivitat der MCL-Zellen vermehrt abgebaut wird, wodurch die Progression
des Zellzyklus der transformierten Zellen gefordert wird [20]. Auch bei verschiedenen
leukamischen Zelllinien [22, 23], sowie bei Zellen des Nierenzellkarzinoms wurde eine
erhohte Proteasomaktivitat gefunden [24].

1.2 Proteasominhibition

Die Identifizierung der erhOhten Proteasomaktivitat bei malignen Zellen, hat zu
Uberlegungen gefiihrt, das maligne Zellwachstum durch Inhibierung des Proteasoms zu
beeinflussen. Die Inhibierung des Proteasoms verhindert den Abbau zahlreicher
polyubiquitinierter Zielproteine. Bei proliferierenden, insbesondere transformierten
Zellen, kommt eine Proteasominhibition starker zum Tragen als bei Zellen, die sich in
der Gap 0 (GO) - Phase des Zellzyklus befinden [25]. Die Regulierung und Progression
des Zellzyklus ist insbesondere am Ende einer Zyklusphase hdchst sensitiv an die
integrative Verarbeitung zyklusfordernder und —hemmender Signale gekoppelt. Somit
entscheiden einerseits die Konzentrationen der unterschiedlichen
Cyclin/cyclinabhangige Kinase (CDK) -Komplexe, und andererseits die Konzentrationen
der Antagonisten sowie der CDKI Uber den weiteren Ablauf [26]. Wird das Proteasom
effektiv gehemmt, so wird die zellulare Proteinhomodostase gestort, wodurch es zu einer
Stabilisierung und Akkumulation sowohl pro- als auch antiapoptotischer Proteine kommt
[27]. Dies  fuhrt zu Signaltberflutung und Aulerkraftsetzung des




Regulationsmechanismus, wodurch es wiederum zum Zellzyklus-Arrest, und schlief3lich
durch Aktivierung von Caspasen zur Apoptoseinduktion kommt [28]. Bei transformierten
Zellen spielt der Nukleare Faktor kappa B (NF-«kB) eine wichtige Rolle. Nach Aktivierung
im Zytosol und Translokation in den Nukleus, fungiert NF-kB als Chemoresistenz
fordernder und antiapoptotischer Transkriptionsfaktor [29]. Der Inhibitor des NF-«kB (I-
kB) ist im Zytosol an NF-kB gebunden, wodurch NF-kB inaktiviert ist. Wird das |I-kB
phosphoryliert, so wird es schnell vom NF-kB abgespalten und proteasomal abgebaut,
wodurch das NF-kB freigegeben wird. Kommt es jedoch zur Proteasominhibition, so
wird |-kB stabilisiert und die Aktivierung des NF-kB behindert [30].

Das Lactacystin, ein Stoffwechselprodukt von Bakterien der Gattung Streptomyces war
die erste Substanz, bei der proteasominhibierende Eigenschaften nachgewiesen
werden konnten [31]. Wenig spater konnten proteasomspezifischere und wirksamere
halbsynthetische Inhibitoren aus der Klasse der tripeptidischen Aldehydderivate (MG-
132) hergestellt werden [32], spater folgten peptidische Borsaureester-Derivate wie MG-
262 [33] und PS-341. Das PS-341 zeigte in vitro eine besonders potente und
spezifische inhibitorische Wirkung gegenuber  der chymotrypsinartigen
Proteasomaktivitat [34].

1.2.1 Praklinische Daten zur Proteasominhibition

In In-vitro-Experimenten an verschiedenen Zelllinien solider Tumoren, wie Pankreas-
Karzinom [35] oder Prostata-Karzinom [36], sowie bei Zellen hamatologischer
Erkrankungen, wie MM [37] oder bei verschiedenen Leukamiezelllinien [23], konnten
antiproliferative  und  proapoptotische = Eigenschaften der unterschiedlichen
Proteasominhibitoren gezeigt werden. Das PS-341 erwies sich insbesondere bei
hamatologischen Erkrankungen, wie dem MM [38] und dem MCL [39], als besonders
wirksame Substanz. Als ein wesentlicher Mechanismus der Anti-Tumor-Wirkung konnte
ein Zellzyklus-Arrest via Stabilisierung der CDK-Inhibitoren p21*"/¢*1 (p21; [40]) beim
MCL, sowie p21 und p27 [41] beim MM, identifiziert werden. Der prolongierte Arrest
fuhrt zur Wachstumshemmung und Apoptose [38, 39, 42]. Weiterhin bewirkt PS-341
eine Hemmung des NF-kB, einem stark antiapoptotisch wirksamen Transkriptionsfaktor
[39]. Auch bei MM-Zelllinien, welche resistent gegenuber konventioneller
Chemotherapie (Melphalan, Dexamethason (DEX), Doxorubicin) waren, Uberwand PS-
341 die Resistenzen und induzierte Apoptose [38]. PS-341 vermindert die




Adhasionsfahigkeit der MM-Zellen an Knochenmark (KM)-Stromazellen (BMSC) und
extrazellulare Matrix, wodurch die zelladhasionsvermittelte Medikamentenresistenz
(cell-adhesion mediated drug resistence) der MM-Zellen Uberwunden wird [43]. Auch
synergistische Effekte mit konventionellen Zytostatika wurden nachgewiesen [44].
AuRerdem konnte eine inhibitorische Wirkung des PS-341 auf Zellen des KM-
Mikromilieus von Patienten nachgewiesen werden. Die Expression von Zytokinen durch
Knochenmarkstrome, welche Wachstum, Uberleben und Chemoresistenz der MC
fordern, wurde gehemmt [43]. PS-341 hemmt zudem die durch MC und BMSC
geforderte Angiogenese im KM bei MM [45]. Ebenso inhibiert PS-341 in vitro die
Osteoklastogenese beim MM [46]; die Osteoblastenaktivitat wird hingegen durch PS-
341 gefordert, und wirkt somit der Knochendestruktion beim MM (siehe auch 1.3)
entgegen [47].

1.2.2 Klinische Daten zur Proteasominhibition

Die viel versprechenden praklinischen Ergebnisse, sowie die relative Selektivitat des
PS-341 fur maligne Zellen, fuhrten zur Initiierung klinischer Studien. In zwei Phase-ll
und einer Phase-llI-Studie konnte die Uberlegenheit von PS-341 (Bortezomib, BTZ) im
Vergleich zur Standardtherapie beim rezidivierten und refraktaren MM gezeigt werden
[48, 49, 50]. Die Gesamtansprechraten lagen bei ca. 50 Prozent (%), eine Verlangerung
des Gesamtuberlebens um mehr als 6 Monate wurde nachgewiesen [50].

BTZ erhielt im Jahre 2003 durch die amerikanische Food and Drug Administration
(FDA) eine beschleunigte Zulassung fur die Therapie vorbehandelter Patienten mit
rezidiviertem oder refraktarem MM [51]. Laufende Studien beim MM, bei denen BTZ in
der Erstlinientherapie eingesetzt wird, zeigen ebenfalls hohe Ansprechraten [52].

Die viel versprechenden Ergebnisse aus den praklinischen Testreihen an Zellen solider
Tumoren sowie die hohen klinischen Ansprechraten bei hamatologischen Erkrankungen
konnten in klinischen Studien bei Patienten mit soliden Tumoren jedoch nicht erreicht
werden (Beispiel: metastasierte neuroendrokrine Tumoren [53]; metastasiertes
Mammakarzinom [54]).




1.2.3 Neue Inhibitoren

Die Einflhrung des Bortezomib als erster Vertreter der neuen Substanzklasse der
Proteasominhibitoren hat zu Verbesserungen in der Therapie des MCL, und
insbesondere des MM gefluhrt. Dennoch ergibt sich aus den erzielten Ansprechraten,
den Uberlebenszeiten und dem Nebenwirkungsprofil der Substanz die Notwendigkeit
der Weiterentwicklung der Proteasominhibitoren. Mittlerweile befinden sich eine Reihe
weiterer Proteasominhibitoren in praklinischer und klinischer Entwicklung. Beispielhaft
seien hier als klinisch viel versprechende Substanzen das NPI-0052 (Salinosporamide
A [55]) und das PR-171 (Carfilzomib [56]) genannt. Beide Substanzen zeigten in
praklinischen Studien mit MM-Zelllinien, dass sie Resistenzen gegen konventionelle
Medikamente und auch gegen BTZ zum Teil Uberwinden konnen, und ihre
Wirkungsdauer durch die kovalente Bindung an das aktive Zentrum des Proteasoms
signifikant verlangert ist [57, 58]. In laufenden klinischen Phase-I-Studien konnte eine
Wirksamkeit gezeigt werden [59].

Der in dieser Arbeit getestete Proteasominhibitor BSc2118 ist ein Derivat des
tripeptidischen Aldehyds MG-132 [32], einem wohlbekannten 20S-Proteasominhibitor.
In der Arbeitsgruppe von Prof. Kloetzel (Institut fur Biochemie, Charité Campus Mitte)
wurde, in Zusammenarbeit mit dem Institut fir Organische Chemie der TU-Darmstadt,
eine Reihe neuer Tripeptid-Inhibitoren synthetisiert, die alle drei katalytischen
Proteasomaktivitaten inhibieren [60]. Fur den Inhibitor BSc2118 konnte an
Zervixkarzinom (HelLa)- und an Cisplatin-resistenten Melanom (MeWo)-Zelllinien eine
deutliche, spezifische Inhibition der Proteasomaktivitat (anhand von Rontgen-
Kristallstrukturanalysen und Proteasomaktivitatsversuchen), eine Hemmung des
Zellwachstums sowie eine Apoptoseinduktion gezeigt werden [60, 61]. Die Abbildung 2
zeigt die vereinfachte Strukturformel des BSc2118.




Abb. 2. Strukturformel des tripeptidischen
Proteasominhibitors BSc2118, bestehend

s O aus den Aminosauren Leucin (Leu),
- Asparagin (Asp) und einem Aldehyd-Rest,

R1_Leu_ASp(OR2)_N\ welcher Uber eine Peptidbindulgg mit dem

Asparagin verbunden ist. ist ein
benzyloxycarbonyl-Rest, R? ein tertiarer
H Butyl-Rest [60].

1.3 Multiples Myelom

Das Multiple Myelom ist eine maligne Plasmazellerkrankung des Knochenmarks, die
histopathologisch zu den Non-Hodgkin-Lymphomen zahlt. Mit einer Inzidenz von 5-
10/100.000 Einwohnern pro Jahr ist es mit ca. 10% Anteil die zweithaufigste
hamatologische Neoplasie mit einem Erkrankungsgipfel bei 62 Jahren [62]. Die
monoklonale Plasmazellvermehrung im Knochenmark geht mit einer pathologischen
Produktion von Immunglobulinen- oder Immunglobulin-Leichtketten, der sog.
monoklonalen Gammopathie bzw. Paraproteinamie einher [63, 64]. Durch die
Myelomzellinfiltration kommt es zur Verdrangung der normalen Hamatopoese. Da die
klonal produzierten Immunglobulinmolekule funktionell inaktiv sind, kommt es in der
Folge auch zu einem relativen Immunglobulin-Mangel und erhohter Infektanfalligkeit der
Patienten. Dieses im Uberfluss produzierte Paraprotein kann durch Ablagerungen im
Gewebe aullerdem zu Funktionsstorungen und Organschaden, wie einer Cast-
Nephropathie, oder einer renalen und kardialen Leichtketten-Amyloidose fuhren [65].
Ein weiteres wesentliches Merkmal des MM ist die osteolytische Knochendestruktion.
Es kommt in nahezu 90% der Erkrankungen zu osteolytischen Knochendestruktionen
mit Knochenschmerzen und haufig auftretenden pathologischen Frakturen [66, 67].

Die Standardtherapie des MM bei Patienten unter 60 Jahren ist die Hochdosistherapie
mit autologer Stammzell-Transplantation (ASCT) [68]. Patienten, die nicht fur eine
Hochdosistherapie in Frage kommen, erhielten bisher eine zytostatische Therapie mit
alkylierenden Substanzen [69] oder Anthrazyklinen [70] jeweils in Kombination mit
Corticosteroiden. Ein wesentlicher Fortschritt der letzten 10 Jahre ist die Einfuhrung
neuer Substanzen in die Therapie des multiplen Myeloms. Hier sind in erster Linie die
immunmodulatorischen Substanzen (immunomodulatory drugs, IMIDs) Thalidomid und
dessen Abkommling, das Lenalidomid, sowie der Proteasominhibitor BTZ (siehe oben)




zu nennen. Fur alle drei ,neuen Substanzen® konnte in klinischen Phase-Il- und Phase-
[lI-Studien die Wirksamkeit sowohl beim rezidivierten/refraktarem MM [71, 72, 73, 74,
75]) als auch in der Erstlinientherapie [76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83] gezeigt werden.
Sowohl die IMIDs als auch der Proteasominhibitor Bortezomib besitzen neben direkten
Wirkungen auf die Tumorzelle selbst auch Effekte auf Zellen des Microenvironment,
welches beim MM eine besondere Rolle spielen (siehe unten), so dass mit den neuen
Substanzen, neben der rein zytostatischen Therapie, ein neues Wirkprinzip in die
Therapie des MM Eingang gefunden hat.

1.3.1 Biologie der Myelomzellen

Zytogenetische Veranderungen, besonders die Translokation t(4;14) [84], die Deletion
del(13q14) [85] und die Deletion del(17p13) (p53 Lokus) [86, 87], konnten als
ungunstige Prognosefaktoren beim MM identifiziert werden. Das zellulare
Transkriptionsprofil im Falle einer Deletion 13 ist sehr stark mit verschiedenen anderen
chromosomalen Aberrationen verknupft, wie etwa der Hochregulierung des
Chromosomenabschnittes 1921-19g42 und der Herunterregulierung von 19p und fast
des gesamten Chromosom 11 [88]. Die Deletion 17p13, als einer der starksten
Prognosefaktoren, fuhrt phanotypisch zu einem (partiellen) Verlust von p53, einem der
wichtigsten bekannten zellularen Tumorsuppressoren [89, 90]. Bei der t(4;14) kommt
die Fibroblast Growth Factor-Rezeptor 3 (FGFR3) - kodierende Sequenz (4p16) durch
die Translokation direkt in die Promoter-Region des Immunglobulin (lg) —Schwerketten-
Lokus (IgH) (14932) zu liegen, wodurch der Rezeptor Uberexprimiert wird [91]. Durch
die Uberexpression des FGFR3 an der Oberflache der Zellen werden diese Interleukin-
6 (IL-6) unabhangig [92]. IL-6 ist ein wichtiger Proliferations- und Uberlebensfaktor von
MM-Zellen [93]. AuRBerdem wird der Wachstumsstimulus durch IL-6 auf die Zellen
verstarkt, sowie deren Apoptoseresistenz gefordert, wenn FGFR3 Uberexprimiert ist
[92].

Die malignen MC sind durch eine Uberexpression, konstitutiv gesteigerte Aktivitat und
Induzierung einer Reihe zellularer Faktoren, die die Proliferation und das Uberleben der
Zellen regulieren, charakterisiert. Unter anderem konnten der NF-kB- und der p38
mitogen aktivierte Protein-Kinase (MAPK) - Signalweg als wesentliche Uberlebens-
faktoren fur MC identifiziert werden. NF-kB ist in MC Uberexprimiert [94]. Es spielt eine

Rolle in der MC selbst, wo es als antiapoptotischer Transkriptionsfaktor das Uberleben
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der Zelle fordert [95, 29, 96]. Andererseits wird NF-kB jedoch auch durch Zell-Zell-
Kontakte zwischen MC und BMSC in letzteren aktiviert [97]. Dies fuhrt zu IL-6
Expression und Sekretion durch die BMSC. Auch der p38 MAPK-Signalweg spielt eine
entscheidende Rolle bei der Sekretion von IL-6 und Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF) in den BMSC [98, 99]. Der Signalweg des Proteasoms spielt insofern eine
zentrale Rolle, als dass er direkt in die Aktivierung des NF-kB involviert ist (siehe oben
[29]).

Neben den Veranderungen in den MC selbst, spielt somit auch die Interaktion der MC
mit den Zellen des KM-Mikromilieus eine entscheidende Rolle in der Pathophysiologie
und dem Krankheitsverlauf des MM [43, 100, 101]. Sowohl die MC selbst als auch die
BMSC produzieren verschiedene Zytokine, wie IL-6, Insulin-like Growth Factor-1 (IGF-
1), Stromal cell Derived Factor-1a (SDF1a), Macrophage Inflammatory Protein-1a
(MIP1a), Matrix-Metalloproteinasen (MMP) 2+9, Angiopoietin-1 [102] oder Rezeptor
Aktivator des NF-kB Liganden (RANKL) [103], die mittels autokriner oder parakriner
Mechanismen Proliferation, Apoptose, Chemoresistenz, Angiogenese [104, 105] und
Osteoklastenaktivierung im Knochenmark beeinflussen [106, 107]. Die Osteoklasten
werden durch Osteoklasten-aktivierende Faktoren wie RANKL und Makrophagen-
Kolonie stimulierenden Faktor (MCS-F) stimuliert. Diese Faktoren werden von MC und
BMSC, nach Induktion durch die MC, gebildet und sezerniert [107]. Gleichzeitig werden
Differenzierung und Aktivierung der Osteoblasten durch Osteoblasten-inhibierende
Faktoren wie IL-3, IL-7, und DKK-1 gehemmt [108, 109].

Das KM-Mikromilieu fordert somit direkt und indirekt das Wachstum der MC.

1.4 Mantelzell-Lymphom

Das Mantelzell-Lymphom ist eine lymphatische Neoplasie aus der Familie der Non-
Hodgkin-Lymphome (NHL). Die Inzidenz betragt ca. 0,5/100000 Fallen pro Jahr. Das
mediane Erkrankungsalter bei Diagnosestellung liegt bei ca. 68 Jahren, Manner sind
etwa doppelt so oft betroffen wie Frauen [110].

Typische Manifestationen sind Lymphknotenschwellungen, Hepatosplenomegalie,
Befall des Gastrointestinaltraktes, Befall des Knochenmarks und eine leukdmische
Ausschwemmung [111]. Aufgrund der biologischen Eigenschaften und des klinischen

Verlaufs wird die Erkrankung zu den aggressiven Lymphomen gezahlt.
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Die Standardtherapie des MCL besteht aus einer anthrazyklinhaltigen
Polychemotherapie in Kombination mit dem monoklonalen Antikorper Rituximab
welcher ein bestimmtes Zelloberflachenmolekll des Cluster of Differentiation (CD)
erkennt: CD20. Die Einfuhrung der Immuntherapie mit Rituximab hat in den letzten 5
Jahren zu einer deutlichen Verbesserung der Ansprechraten und des Uberlebens
gefuhrt [112, 113]. Dennoch kann das MCL bei den meisten Patienten nach wie vor
nicht kurativ behandelt werden. Die mediane Uberlebenszeit nach Diagnosestellung
liegt bei ca. 4 Jahren mit weniger als 15% Langzeituberlebenden [114].

Auch bei Patienten mit MCL konnte in klinischen Studien eine Wirksamkeit von
Bortezomib als Mono-Substanz [115, 116] oder in Kombination mit Doxorubicin [117],
mit Gesamtansprechraten bis zu 40% [116] gezeigt werden. In einer Phase-Il Studie mit
Bortezomib bei Patienten mit rezidiviertem/refraktarem MCL wurde bei 141
einbezogenen Patienten eine Ansprechrate (RR) von 33% (8% Vollremission
(CR/unbestatigte CR); 26% partielles Ansprechen (PR)) erzielt, was zur Zulassung der
Substanz fur die Therapie des rezidivierten/refraktaren MCL nach konventioneller
Therapie fuhrte [118].

1.4.1 Biologie des Mantelzell-Lymphoms

Phanotypisch sind die MCL-Zellen durch die Koexpression der B-Zell assoziierten
Antigene CD19 und CD20 sowie des Markers CD$S charakterisiert [119]. Die
Lymphomzellen  tragen  typischerweise @ die = chromosomale  Translokation
t(11;14)(q13;932) [120]. Die Translokation fuhrt zu einem Rearrangement im Bereich
des Onkogens CCND1 (bcl-1) [121] und zur Uberexpression des PRAD-1 Gens, mit
Cyclin D1 als Translationsprodukt [122]. In der Gap 1 (G1) - Phase des Zellzyklus
assoziiert Cyclin D mit CDKs, um das Retinoblastom-Protein zu phosphorylieren, und
die Zelle Uber den G1-Checkpunkt in die Synthese (S) - Phase zu fuhren [123]. Cyclin
D1 ist hierbei ein essentieller Faktor in proliferierenden Zellen verschiedener epithelialer
und mesenchymaler Gewebe, nicht jedoch in gesunden, reifen B-Lymphozyten [124].
Seine konstitutive Uberexpression beim MCL flhrt zur Deregulierung des Zellzyklus-
Kontrollpunktes der G1/S-Transition [125]. Die Uberexpression fihrt auBerdem zu einer
Sequestrierung des CDK-Inhibitors p27 in Cyclin D1/CDK4-Komplexen, wodurch die
inhibierende Wirkung des p27 auf den Komplex aus Cyclin E/CDK2 (essentiell fur das
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Eintreten in die S-Phase [26]), und somit den Zellzyklus, effektiv gemindert und die
Kontrolle Uber das Zellwachstum entzogen wird [126].

Sowohl Cyclin D1 [127] als auch die CDKI-Proteine p21 [128] und p27 [41] werden
durch das Ubiquitin-Proteasom-System prozessiert. Es konnte bereits gezeigt werden,
dass die gesteigerte Degradation von p27 als Folge der erhdhten Proteasomaktivitat
beim MCL mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist [129]. Auch eine konstitutiv
erhohte NF-kB Aktivitat konnte in MCL-Zelllinien nachgewiesen werden [39]. Nach
Inhibition mit Bortezomib oder dem NF-kB-Inhibitor BAY11 lie3 sich in diesen Zellen ein
Anstieg des p21 und ein Abbau von Cyclin D1 beobachten [39]. Daruber hinaus konnte
mit Proteasominhibitoren wie Bortezomib [39] oder Lactacystin Zellzyklus-Arrest und
Apoptose in MCL-Zelllinien induziert werden [130]. Aktuelle Daten zeigen daruber
hinaus in vitro und in vivo einen synergistischen Effekt von Bortezomib in Kombination
mit Cyclophosphamid und dem Anti-CD20-Antikorper Rituximab beim MCL [131].

1.5 Zielsetzung

Trotz der Fortschritte in der Behandlung des MM und des MCL, sind diese
Erkrankungen derzeit bei meisten Patienten nicht heilbar. Die Einfuhrung des
Proteasominhibitors Bortezomib stellt eine Bereicherung fur die Therapie beider
Erkrankungen dar, doch die Dauer des Ansprechens auf eine Therapie mit Bortezomib
ist begrenzt. Zusatzlich ergeben sich Limitierungen durch das Toxizitatsprofil der
Substanz, insbesondere durch die Neurotoxizitat [132]. Daher besteht nach wie vor die
Notwendigkeit zur Entwicklung neuerer Proteasominhibitoren mit noch besserer
Effektivitat und einem gunstigeren Toxizitatsprofil.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte die in vitro Anti-Tumoraktivitat des neuen
Tripeptid-Proteasominhibitors BSc2118 beim multiplen Myelom und beim Mantelzell-
Lymphom evaluiert werden. Anhand etablierter Zellkulturmodelle sollten die Effekte von
BSc2118 auf Zellwachstum und Apoptose sowohl an Myelom, als auch an MCL-Zellen
untersucht werden. Nach der Evaluation der Toxizitat und Bestimmung der
Hemmkonzentrationen an Zelllinien sollte in einem weiteren Schritt eine Testung an
primaren MC erfolgen, die aus Knochenmarkaspiraten sortiert wurden. Zur
Untersuchung der intrazellularen Wirkmechanismen sollten daruber hinaus wichtige
molekulare Targets des Proteasoms sowohl beim Myelom als auch beim MCL
untersucht werden. Hierbei sind vor allem die Proteasomaktivitat, die NF-kB-Aktivitat
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und die Expression Zellzyklus und Apoptose regulierender Proteine, wie p21 und Cyclin
D1 von Interesse.

Ziel der Arbeit war es, die antiproliferativen Eigenschaften, sowie einige fur die
untersuchten Erkrankungen moglicherweise relevante Wirkmechanismen des neuen

Proteasominhibitors BSc2118 beim MM und MCL zu charakterisieren.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Materialien
21.1 Laborgerate und Zubehor
Gerat: Hersteller:

Blotpapier, extra dick, 20 x 15 cm

Bio-Rad, Hercules, USA

Brutschrank, HERACell® 240

Heraeus, Langenselbold

Durchflusszytometer, Fluorescence
Activated Cell Sorting (FACS) Calibur

Becton Dickinson, Rutherford, USA

Elektrophorese System, Ready Gel

Bio-Rad, Hercules, USA

Feinwaage, HM-300-EC, 0,01 -310g

A&D Instruments, Abingdon, GB

Geldokumentationseinheit, Gel Jet
Imager, Weisslicht und UV-Licht

Intas, Gottingen

Lichtmikroskop, Leitz Laborlux S

Leica, Wetzlar

Magnetbead-Zellseparationsvorrichtung,
Magnetic Cell Sorting (MACS®)

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Mehrkanal-Transferpette®-8, 20-200 pl

Eppendorf, Hamburg

Mikroliter-Spritze, 50 pl

Hamilton, Bonaduz, CH

Mikrotiterplatten-Auswertungssoftware,
WinRead

Anthos Mikrosysteme, Krefeld

Mikrotiterplatten-Lesegerat, Microplate
Reader ht 2

Anthos Mikrosysteme, Krefeld

Mikrotiterplatten-Fluoreszenzlesegerat,
Fluorostar

Tecan, Crailsheim

Objekttrager, geschliffen, 76 x 26 mm

R. Langenbrinck, Teningen

Pipetten, Reference, 0,5 pl — 2500 pl

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe, Multipette® Plus

Eppendorf, Hamburg

Pipettierhilfe, Pipetboy acu

Integra Biosciences, Fernwald

pH-Meter, PH537 Microprocessor

WTW, Weilheim

Stromversorgungseinheit, Power Pac 200

Bio-Rad, Hercules, USA

Rotationsschiittler, KS-130 Basic

IKA® Staufen

Scientific Imaging Film, BioMax MR,
13 x18 cm

Kodak, Rochester, USA
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Semi-dry Blotkammer, Trans-Blot SD Bio-Rad, Hercules, USA

Rotationsschittler, Thermomixer 4536,

temperaturverstellbar Eppendorf, Hamburg

Tischzentrifuge, Biofuge fresco Heraeus, Langenselbold
Tischzentrifuge, Universal 30F Hettich, Tuttlingen
Rotationsruttler, Vortex REAX Control Heidolph, Schwabach
Wasserbad, Model 1225PC Unitherm, Wuirzburg

Zellkultur-Laminar-Fluss-Bank,

Tecnoflow 3F120-11 GS Integra Biosciences, Fernwald

Zell-Zahlkammer Neubauer Feinoptik, Bad Blankenburg
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2.1.2 Biochemikalien, Chemikalien und Enzyme

Substanz:

Hersteller:

Acrylamid-Mischung, Rotiphorese® Gel 30

Carl Roth, Karlsruhe

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Annexin V Kit, rekombinant, human

Bender MedSystems, Heidelberg

Antikorper (AK):

Kaninchen-anti-Ziege-IgG AK,
Horseradish Peroxydase (HRP)-
gekoppelt

Dako, Glostrup, DK

Monoklonaler (m) AK Maus-anti-
humanes Cyclin D1-IgG

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

Polyklonaler (p) AK Kaninchen-anti-
humanes p21-IgG

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

pAK Ziege-anti humanes
B-Aktin-1gG

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

Rind-anti-Kaninchen-IgG,
HRP-gekoppelt

Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz,
USA

Ziege-anti-Maus-lgG, HRP-gekoppelt

Dako, Glostrup, DK

mAK Maus-anti-humanes CD138-
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)

AbD Serotec, Kidlington, UK

mAK Maus-anti-humanes CD38-
Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP)-
Cyanine 5 (Cy5)-1gG1

Immunotech, Marseille, F

MACS® Maus-anti-humanes CD138-
Beads

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach

Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V

AppliChem, Darmstadt

Bromphenolblau

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT Reagenz)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Dithiothreitol (DTT)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Elektrochemiluminszenz-Reagenz ECL*®,
Detektionsreagenz Western Blot

Amersham Biosciences, Piscataway, USA
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Ethylendiamintetraacetat-Dinatriumsalz
(EDTA)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Ethanol, 96% unvergallt

Dr. K. Hollborn & Séhne, Leipzig

Filmentwickler, GBX Developer

Kodak, Rochester, USA

Filmfixierer, GBX Fixer

Kodak, Rochester, USA

Fetales Kalber-Serum (FKS)

Invitrogen Corporation, Carlsbad, USA

Glycerol

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Glycin

Carl Roth, Karlsruhe

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

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Kaliumchlorid (KCI), per analysis

Merck, Darmstadt

Magermilchpulver

Bio-Rad, Hercules, USA

2-Mercaptoethanol

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Methanol, per analysis, >99,9%

Merck, Darmstadt

Magnesiumchlorid (MgCl, - 6 H20)

Carl Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Merck, Darmstadt

Natriumhydrogencarbonat (NaOH)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Nonylphenyl-polyethyleneglycol
(Nonidet P40; Igepal CA-630)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Phosphat-gepufferte Salzloésung,
Phosphate-Buffered Saline (PBS)

PAA Laboratories, Pasching, A

Penicillin, 10.000 IE

Biochrom, Berlin

Peptid-Substrat, N-Succinyl-Leucin-Leucin-
Valin-Tyrosin-7-Amino-4-Methylcumarin
(suc-LLVY-AMC)

Bachem, Bubendorf, CH

Percoll

Biochrom, Berlin

Ponceau S

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Propidiumiodid (PI)

Merck, Darmstadt

Proteaseninhibitorgemisch Complete®

Roche, Basel, CH

Proteasominhibitor, BSc2118, 20mM in
DMSO gel6st

TU Darmstadt, Institut fir Biochemie der
Charité
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Proteinmengenbestimmungsreagenz, BCA
Protein Assay

Pierce Biotechnology, Rockford, USA

Proteinmengenbestimmungskit, BCA
Protein Assay Kit, Bicinchonsaure,
Albumin-Standard (2mg/ml)

Pierce Biotechnology, Rockford, USA

PVDF-Membran, Immun-Blot™, 0,2 ym

Bio-Rad, Hercules, USA

Referenzproteingemisch zur
Molekulargewichtbestimmung,
Proteinstandard Precision Plus All Blue,
10-250 kDa Banden

Bio-Rad, Hercules, USA

Ribonuklease A (RNase A)

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

Carl Roth, Karlsruhe

Salzsaure (HCI), 37% weight/volume (w/v)

Merck, Darmstadt

Sperminhydrochlorid

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Streptomycin

Biochrom, Berlin

Stripping-Puffer, Reblot Plus Strong (10x)

Chemicon International, Temecula, USA

Tensid, nichtionisch, Tween® 20

Carl Roth, Karlsruhe

N,N,N’,N’, Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Carl Roth, Karlsruhe

Transkriptionsfaktorkit,
TransAM™ NF-kB p65

Active Motif, Carlsbad, USA

Tris(Hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)

Merck, Darmstadt

Trinatriumcitrat — 2 H,O

Merck, Darmstadt

Trypanblau

Sigma-Aldrich, St Louis, USA

Trypsin/EDTA, in PBS ohne Ca**, MG**

Biochrom, Berlin

Zellkulturmedium, RPMI 1640 (mit L-
Glutamin)

PAA Laboratories, Pasching, A
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2.2 Methoden
2.21 Zellkultur
2.2.1.1 Zelllinien

Zur Uberpriifung der  zytostatischen/zytotoxischen =~ Wirkung des  neuen
Proteasominhibitors BSc2118 auf MC sowie Mantelzell-Lymphom-Zellen kamen
humane Zelllinien zum Einsatz, welche im Labor der Abteilung schon etabliert waren.

Aullerdem wurden primare Zellen von Patienten mit aktivem MM verwendet.

Zelllinie OPM-2: Eine Myelomzelllinie welche 1gG Lambda-Leichtketten sezerniert. Die

Zellen weisen die Translokation t(4;14) (p16.3; q32) auf, welche fiur die Uberexpression
des Fusionsproduktes FGF-Rezeptor 3 (FGFR3) verantwortlich ist. Die Zellen
exprimieren aullerdem die CD-Antigene CD38 und CD138, welche charakteristisch fur
Plasmazellen (PC) sind [133].

Zelllinie U-266: IgE Lambda-Leichtketten und IL-6 sezernierende Myelomzelllinie. Diese
Zellen prasentieren die CD-Antigene CD33, CD38 und CD138, sowie das Human
Leucocyte Antigene (HLA) - DR auf ihrer Zellmembran [134]. Es findet sich eine
Translokation t(1;11)(p33;913). AuRerdem ist die Zellreihe resistent gegen DEX [135].

Zelllinie RPMI-8226: Zelllinie gewonnen aus peripherem Blut eines Myelompatienten.

Die Zellen produzieren IgG Lambda-Leichtketten. Die typischen CD-Antigene reifer PC
fehlen, CD14 (Monozyten), CD21 (B-Zell Subset) und CD37 (B-Zellen) werden
exprimiert [136]. Die Zelllinie weist zudem einen komplex aberranten Karyotyp auf und
ist DEX-resistent [135].

Zelllinie HBL-2: Die MCL-Zellreine HBL-2 weist u.a. die Translokation t(11;14)(q13;32)
und zahlreiche Aberrationen auf [137, 138].

Zelllinie JeKo-1: MCL-Zelllinie, deren Zellen charakteristische CD-Antigene eines B-
Zell-Klons exprimieren: CD19, CD20, CD37, CD79a sowie HLA-DR. Diese Zellen
weisen die Translokation t(11;14)(q13;932) auf [139].

Zelllinie Granta-519: Leukamisch transformierte Zelllinie eines Mantelzell-Lymphoms,
die CD19, CD20, CD37, CD79a, CD80 und CD138 als Oberflachenmarker aufweist und
HLA-DR positiv ist. AuBerdem weist sie ein Rearrangement auf 9p22 und die

Translokation t(11;14)(q13;932), welche fur die typische Cyclin D1-Uberexpression
verantwortlich ist [140, 141].
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Alle Zelllinien auRer HBL-2 wurden bei der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (DSMZ) in Braunschweig bezogen. Die HBL-2 wurden
freundlicherweise von Herrn Prof. Dr. Dreyling (Munchen) zur Verfligung gestellt.

2.2.1.2 Separation von primaren CD138+ Zellen aus Knochenmarkaspiraten von
Myelompatienten

Chemikalien und Pufferldsungen:

Percoll®;
Kolloidales Silikat; Dichte: 1,077 g/ml

Antikérper:
mAK Maus-anti-humanes CD138- FITC
mAK Maus-anti-humanes CD38- PerCP-Cy5-1gG1
MACS® Maus-anti-humanes CD138-Beads

Typische CD-Oberflachenmarker von reifen PC sind CD138 und CD38 [142]. CD138
wird auf Plasmazellen exprimiert, und kann daher zur Isolierung von PC und MC aus
Knochenmarkaspiraten (im diesem Fall von Myelompatienten) genutzt werden. Es
wurden KM-Aspirate von Patienten mit aktivem MM gewonnen. Das
Ethylendiamintetraacetat-Dinatriumsalz (EDTA) - KM-Blut wurde im Verhaltnis 2:1 mit
PBS verdunnt. Pro 12 ml Polystyren-Rohrchen wurden je 4 ml Percoll (Dichte: 1,077
g/ml) mit je 8 ml des Aspirat-PBS-Gemischs vorsichtig Uberschichtet. Es folgte ein
Zentrifugationsschritt bei 300facher Erdbeschleunigung (g) fur 30 Minuten (min.). Die
MNC-Fraktion, die auch die zu isolierenden CD138+ Knochenmark-PC (Bone Marrow
Plasma Cells - BMPC) enthielt, kam durch die Zentrifugation in einer dunnen, weilden
Schicht zwischen Plasma und Percoll zu liegen, da die Dichte besonders von
Lymphozyten und Monozyten der Dichte von Percoll entspricht. Diese Schicht liel} sich
dann mittels Einweg-Pasteurpipette absaugen (siehe Abb. 3).
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<« Plasma

<« MNC
<« Percoll

< Erythrozyten Abb. 3: Percoll-Dichtegradient eines Knochenmarkaspirates

von einem MM-Patienten nach 30 min. Zentrifugation.

Es folgten zwei Waschschritte mit PBS (175 x g, 10 min.) zur Entfernung der
vorhandenen Percoll-Ruckstande. Es wurde ein Aliquot der Zellsuspension zur
Zellzahlung entnommen, sowie ein weiteres zur durchflusszytometrischen Bestimmung
des prozentualen Anteils der BMPC/MC an den MNC. Zur FACS-basierten Bestimmung
des Plasmazell/Myelomzell-Anteils an der MNC-Population wurde eine
Oberflachenmarkierung mit fluoreszenzmarkierten Antikdrpern gegen die CD-Antigene
CD138 und CD38 vorgenommen. 50 pl Zellsuspension wurden mit 5 pl
Fluoresceinisothiocyanat (FITC)-konjugiertem Maus-anti-CD138-Antikorper und 5 pl
Peridinin-Chlorophyll-Protein (PerCP)-Cyanine 5 (Cy5)-konjugiertem Maus-anti-CD38-
Antikorper fur 15 min. lichtgeschutzt inkubiert. Danach folgte die Messung der Proben
am FACS-Gerét, wobei je mindestens 10* Zellen analysiert wurden. Die Auswertung
erfolgte mit der Cellquest Pro-Software (Becton Dickinson, Rutherford, NJ, USA). Als
PC/MC-Anteil wurde der prozentuale Anteil doppelt positiver Zellen (CD138+/CD38+)
an der Gesamtpopulation der MNC gewertet. Zur Isolierung der CD138+ Zellen wurde
nach dem zweiten Waschschritt eine immunmagnetische Methode verwendet, bei der
die MNC zuerst mit CD138-gekoppelten Magnetbeads (MACS® Micro-Beads, Miltenyi
Biotec, Bergisch Gladbach) inkubiert wurden. Hierzu wurde das Pellet aus MNC zu 9
Teilen in PBS (90 x gezahlte MNC/5 x 10° = ul PBS) und einem Teil Magnetbead-
Losung resuspendiert und bei +4 Grad Celsius (°C) am Rotator fur 15 min. gemischt.
Ein weiterer Waschschritt mit PBS (175 x g, 10 min.) diente anschlieBend der
Eliminierung uberschussigen Antikorpers. Das Pellet wurde dann in 4 ml PBS
resuspendiert und Uber ein Zellsieb gegeben, um Zellklumpen zurickzuhalten.

Die Zellsuspension wurde nun Uber eine Magnetseparationssaule gegeben. Die CD138-
markierten BMPC/MC wurden dabei an die Magnetsaule gebunden. Die restlichen MNC
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wurden durch Waschen mit PBS eluiert. AnschlieBend wurde die Saule aus dem
Magneten entfernt. Die Eluierung der BMPC/MC erfolgte mit 2 x 2 ml PBS, welche mit
einem Stempel aus der Saule in ein Auffanggefall gedruckt wurden. Aliquots zur
Zellzahlung/Vitalitatsbestimmung und durchflusszytometrischen Reinheitsermittlung der
separierten Zellpopulation wurden enthommen. Zur Bestimmung des PC/MC-Anteils
wurde mittels FACS-Analyse der Anteil der CD138+/CD38+ Zellen an den analysierten
MNC ermittelt, und in einem zweidimensionalen Punktdiagramm dargestellt. Es wurden
nur Praparationen mit einer Reinheit von >90% (mittels FACS) und einer Vitalitat von
>90% (mittels Trypanblau-Ausschluss, s.u.) fur weiterfuhrende Versuche eingesetzt.
Nach einem weiteren Zentrifugationsschritt wurde das PBS entfernt und durch
Kulturmedium ersetzt. Die gewlnschte Zelldichte wurde eingestellt und die gewonnene
Zellsuspension unter anschlieend aufgefuhrten Kulturbedingungen kultiviert.

2.2.1.3 Gewinnung von Lymphozyten-angereicherten MNC aus peripherem Blut

Chemikalien und Pufferldsungen:

PBS

Percoll®:
Kolloidales Silikat; Dichte: 1,077 g/ml

Zur Durchfihrung von MTT-Toxizitatsversuchen wurden mononukleare Zellen von
gesunden Spendern bendtigt. Aus Inline-Filtern der Blutbank der Charité, welche der
Filterung von Vollblut mit dem Zwecke der Ruckhaltung von Leukozyten und
Thrombozyten dienten, wurden die herausgefilterten Leukozyten mit einer PBS-Losung
wieder ausgeschwemmt. 4 ml Percoll wurden anschlieBend mit maximal 8 ml der
gewonnenen Zellsuspension in 12 ml Polystyren-Rohrchen vorsichtig Uberschichtet. Es
folgte ein Zentrifugationsschritt bei 300 x g fir 30 min. Ahnlich wie unter 2.2.1.2
beschrieben, kam die MNC-Fraktion durch die Zentrifugation in einer dinnen, weil3en
Schicht zwischen PBS und Percoll zu liegen, und lie3 sich dann mittels Einweg-
Pasteurpipette absaugen (siehe auch Abb. 3). Da besonders die Dichte von
Lymphozyten und Monozyten der Dichte des Percolls entspricht, handelte es sich somit
bei den gewonnenen Zellen um ein Lymphozyten-angereichertes MNC-Praparat. In 2
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Waschschritten mit PBS (175 x g, 10 min.) in einer Verdunnung von mindestens 10:1
wurden die Zellen von den unerwinschten Percoll-Rickstanden befreit. Nach
Zellzahlung und Vitalitatsbestimmung wurde das PBS nach dem zweiten Waschen
durch Kultur-Medium ersetzt. Auch hier wurden nur Praparationen mit einer Vitalitat von

>90% (mittels Trypanblau-Ausschluss, s.u.) fur weiterfUhrende Versuche eingesetzt.

2.2.1.4 Kultivierung

Die Zellen wurden bei 37 °C, 100% Luftfeuchtigkeit und 5% Kohlendioxid (CO,)
Atmosphare gezuchtet. Passagiert wurden die Zellen drei Mal wochentlich, mit
Abzentrifugieren des Mediums und Wiedereinstellen der jeweiligen optimalen Zelldichte
durch Hinzugabe von neuem Medium. Als einheitliches Basismedium fur Myelom- und
Mantelzelllymphom-Zelllinien wurde RPMI 1640 mit folgender Zusammensetzung und

Zusatzen verwendet:

Chemikalien und Pufferldsungen:

Kulturmedium (RPMI 1640):

Penicillin 100 pg/mi
Streptomycin 50 pg/mi
FKS 10 %(v/v)

Vitalitatstest und Zellzéhlung

Jeweils vor den Versuchen sowie beim Passagieren wurden die Zellen mittels
Trypanblau-Test auf ihre Vitalitdt gepruft. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit
0,4% (w/v) Trypanblau-Losung 2:1 verdunnt und in eine Neubauer-Zahlkammer
gegeben. Die Zelldichte sowie der Anteil toter Zellen wurden lichtmikroskopisch
bestimmt. Da ausschliellich tote Zellen mit defekter Zellmembran das Trypanblau
inkorporieren, konnte anhand des Anteils blau gefarbter Zellen die Vitalitat der Kulturen

ermittelt werden.
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2.2.2 Zellkulturversuche unter Inkubation mit BSc2118
2.2.2.1 Proteasominhibitor BSc2118

Der Proteasominhibitor BSc2118 wurde in Kooperation des Instituts flir Biochemie,
Charité-Universitatsmedizin Berlin, Campus Mitte und des Clemens-Schoepf-Instituts
fur Organische Chemie und Biochemie (TU Darmstadt) synthetisiert [60]. Dabei handelt
es sich um ein tripeptidisches Aldehyd welches auf der Basis der bekannten Struktur
des Proteasominhibitors MG-132 hergestellt wurde. Die Lagerung der 20 mM-
Stocklosung erfolgte bei -80°C in Dimethylsulfoxid (DMSQO) als Losungsmittel. Unter
diesen Bedingungen blieb die Substanz mindestens 6 Monate stabil. Die in
Zellsuspensionen eingesetzten Konzentrationen der Substanz rangierten zwischen 0
und 1000 nM. Die DMSO-Konzentration in den Versuchsansatzen war <0,1%, lediglich
in der hochsten Zytostatika-Konzentration (1000 nM) beim MTT-Test lag der DMSO-
Gehalt bei 0,18%. Das Molekulargewicht des BSc2118 betragt 534 gmol™”. Besonders
die Aldehydgruppe der Substanz ist fur dessen Lipophilie verantwortlich, wodurch das
Molekll Membranen penetriert, und somit Zellmembranen und auch die Blut-Gehirn-
Schranke Uberwindet.

2.2.2.2 Proliferationshemmung

MTT-Test

Der MTT-Test dient der Messung der metabolischen Aktivitat von Zellen, wobei durch
Vergleich mit einem Kontrollansatz auf deren Wachstum, Uberleben und die mittlere
inhibitorische  Konzentration (ICso-Wert) eines bei diesen Zellen eingesetzten
Pharmakons, ruckgeschlossen werden kann. Geloste Substanzen kdnnen so auf eine
proliferationshemmende Wirkung dosisabhangig untersucht werden. Der Test basiert
auf der Spaltung des Tetrazoliumrings des wasserldslichen gelben Tetrazoliumsalzes 3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliumbromide  MTT). Mitochondriale
Dehydrogenasen der Atmungskette vitaler Zellen wandeln das MTT in
wasserunlosliches dunkelblaues Formazan um [143], dessen optische Dichte (OD)

nach Solubilisierung photometrisch gemessen werden kann.
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Chemikalien und Pufferldsungen:

MTT Reagens: Solubilisierungslésung:
MTT 12 mM SDS 10 % (wiv)
in PBS HCI 10 mM
ad Aqua destillata (dest.)

Die Tests wurden auf 96-Well Platten durchgefiihrt, pro Vertiefung wurden 5 x 10*
Zellen ausgesat. Wegen geringer Proliferation wurden bei primaren MM-Zellen 1 x 10°
Zellen pro Well eingesetzt). Das in DMSO gel6ste und in Medium verdunnte BSc2118
wurde jeweils als Sechsfachbestimmung in unterschiedlichen Konzentrationen (10, 25,
50, 75, 100, 250, 500, 750, 1000 [nM]) hinzu pipettiert. Es wurden eine Nativ- und eine
DMSO-Kontrolle mitgefuhrt, wobei letztere sicherstellte, dass die
Proliferationshemmung nicht auf das Losungsmittel, sondern ausschlie3lich auf den
Proteasominhibitor zurlckzufuhren war. Nach 44 h Inkubation bei beschriebenen
Kulturbedingungen, wurden je 10 pl MTT-Reagens dazugegeben; die MTT-
Konzentration betrug 0,5 mg/ml (1,2 mM). Gestoppt wurden die Versuche nach
insgesamt 48 h durch Hinzugabe von je 100 pl/Well Solubilisierungslosung, wodurch die
Zellen lysiert und das gebildete Formazan freigesetzt und gelost wurden. Nach 12 h
wurde die OD in den Wells bei einer Wellenlange von 550 nm photometrisch bestimmit.
Die gemessenen OD-Werte wurden prozentual in Relation zum Kontrollansatz
angegeben. Es wurde eine Vitalitatskurve erstellt. Dabei wurden die OD-Werte (in
Prozent der Kontrolle, Y-Achse) in Funktion der eingesetzten Konzentration des
BSc2118 (X-Achse) aufgetragen. Sowohl Dosis- als auch OD-Werte waren
logarithmisiert. Somit folgt die Vitalitatskurve der linearen Regressionsfunktion:
log[y]=log[(1/((100-k)/100))-1]

wobei k den jeweiligen prozentualen OD-Wert relativ zum Kontrollansatz darstellt. Der
logarithmische 1Cso-Wert ist am Schnittpunkt der Regressionsgeraden mit der X-Achse
zu finden, denn: Wenn k=50; log[y]=0.

Mit dieser Gleichung wurde dann der jeweilige logarithmische Wert der ICso berechnet,
der in der graphischen Funktion den Schnittpunkt der Geraden mit der X-Achse
darstellt. Die logarithmische Umkehr aus dem ermittelten Wert ergab dann den ICso-
Wert in nM.
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2.2.2.3 Apoptoseinduktion

Annexin V-Test

Zur Apoptosemessung wurde ein standardisierter Annexin V-Testkit (Bender
MedSystems, Heidelberg) verwendet, welcher die Moglichkeit bietet, apoptototische
Zellen durchfluBzytometrisch nachzuweisen und zu quantifizieren. Annexin V ist ein
phospholipidbindendes kalziumabhangiges Protein, welches im Zytoplasma vorkommt.
Annexin V besitzt eine hohe Affinitat zu Phosphatidylserin (PS), welches bei vitalen
Zellen an die Innenseite der Plasmamembran angelagert ist. Schon in der frihen Phase
der Apoptose wird PS auf die extrazellulare Seite der Membran verlagert, und besitzt
dann prokoagulatorische und proinflammatorische Eigenschaften. Externalisiertes PS
kann dann durch FITC gekoppeltes Annexin markiert werden, wodurch frihapoptotische
Zellen erkannt werden konnen [144]. Mit Propidiumiodid (Pl), einer
Desoxyribonukleinsdure (DNA) - interkalierenden Substanz mit Eigenfluoreszenz,
welche nur Uber Zellmembrandefekte spatapoptotischer oder nekrotischer Zellen in das
Zellinnere gelangt, konnen weitere Zellen in spateren Apoptose-Stadien markiert und
unterschieden werden [145]. DurchfluBzytometrisch lassen sich die doppelt markierten
Zellpopulationen in Untergruppen einteilen: Vitale Zellen (FITC/PI’), fruhapoptotische
Zellen (FITC*/PI') sowie spatapoptotische Zellen (FITC*/PI™).

Chemikalien und Pufferldsungen:

Annexin-V Kit Bender MedSystems: Propidiumiodid 20 pg/ml
Annexin V-FITC pH 7,4 4 pg/ml

TRIS Base 50 mM Bindungspuffer:

NaCl 100 mM HEPES/NaOH pH 7,4 10 mM
BSA 1 % (wiv) NaCl 140 mM
NaN3 0,02 % (w/v) CaCl, 25 mM

Frisch passagierte Zellen wurden je als Doppelbestimmungen auf einer 24-Well Platte
ausgesét. Pro Well wurden 5 x 10° Zellen bei oben genannten Bedingungen kultiviert.
Nach 24 h wurde BSc2118 in den zelllinienspezifischen Dosen 2 x 1Csp, 1 x IC50 und 5
x 1Csp hinzugefugt. Nach weiteren 48 h Inkubation bei 37 °C wurden die Zellen geerntet
und 2 Mal mittels Zentrifugation bei 150 x g fur 10 min. mit PBS gewaschen. Danach
wurden die Zellpellets in je 195 ul Bindungspuffer resuspendiert und mit 5 pl (100 ng/ml)
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Annexin V-L6sung und 2,5 mM CaCl;, fur 10 min. lichtgeschitzt bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach einem weiteren Waschschritt (s. 0.) wurden die Pellets in 190 pl
Bindungspuffer aufgenommen und mit 10 pl (1pg/ml) Pl-Losung versetzt. Innerhalb von
15 min. wurden die Proben am FACS-Gerat gemessen. Die spezifischen Apoptoseraten
wurden wie folgt ermittelt: [(Apoptoserate in behandelten Zellen — Apoptoserate in
Kontrolle) / (100 - Apoptoserate in Kontrolle)] x 100.

2.2.2.4 Zellzyklus-Analyse

Als DNA-Marker wurde Propidiumiodid eingesetzt, welches in doppelstrangige
Nukleinsaure interkaliert [146]. Die Markierung erfolgte quantitativ in Relation zur
vorhandenen DNA-Menge. Letztere schwankt besonders bei proliferierenden Zellen,
welche aktiv am Zellzyklus teilnehmen. Das Propidiumiodid wurde durch den Argon-
Laser des FACS zur Eigenfluoreszenz angeregt. Anhand der Markierung der DNA
dieser Zellen mit Pl war eine Quantifizierung der DNA-Menge, und folglich ein
Ruckschluss auf eine bestimmte Zellzyklus-Phase (G1, S, Gap 2/Mitose (G2/M))
moglich. Die Zellzyklus-Analyse einer Einzelzell-Suspension am FACS-Gerat ermoglicht
somit das Erstellen eines Zellzyklus-Profils fur eine Zellpopulation zu einem gegebenen
Zeitpunkt. Veranderungen dieses Profils durch Behandlung der Zellen mit einer
Substanz konnen erfasst werden. Verschiebt sich hierbei die Gewichtung der Phasen in
Richtung einer Phase, wird dies als Arrest bezeichnet, da die Zellen, welche sich
vermehrt in dieser Phase befinden, zumindest temporar an der Vollendung des Zyklus
behindert sind. Entsprechend kann man eine zytostatische Wirkung einer Substanz

nachweisen.

Chemikalien und Pufferldsungen:

Ethanol 96 % (v/v)

Permeabilisierungslésung: Farbepuffer:
Trinatriumzitrat - 2H,0 3,4 mM Trinatriumzitrat - 2H,0 3,4 mM
Nonidet P40 1 % (viv) Nonidet P40 1 % (viv)
Sperminhydrochlorid 0,5 mg/ml Sperminhydrochlorid 0,5 mg/ml
TRIS Base 0,5 mM TRIS Base 0,5 mM
RNase A 0,1 mg/ml Propidiumiodid 0,3 mM
pH auf 7,6 pH auf 7,6
ad Aqua dest. ad Aqua dest.
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Die Zellkulturen wurden mit einer Dichte von 5 x 10° Zellen/Well auf 24-Well Platten
ausgesat und mit BSc2118, jeweils in der Konzentration ihrer 0,5 x 1Cso und 1 x 1Csq fur
0 h, 24 h und 48 h, inkubiert. Nach dem Ernten wurden die Proben in FACS-
Rundboden-Rohrchen uberfuhrt, je 2 Mal 10 min. mittels Zentrifugation bei 150 x g mit
PBS gewaschen. Die Pellets wurden anschlieBend in je 500 pyl PBS aufgenommen.
AnschlieRend wurden je 1,5 ml eiskaltes reines Ethanol vorsichtig hinzu pipettiert. Die
anschlielfend mit Parafilm versiegelten Rohrchen wurden bei -20 °C gelagert und die

Proben mindestens 24 h fixiert.

Vor der Messung wurden die Proben erneut 2 Mal mit PBS gewaschen (Zentrifugation:
150 x g; 10 min.). Dann folgte die Zellpermeabilisierung anhand von je 300 pl kaltem
Zitrat-Puffer fir 15 min. bei Raumtemperatur. Die darin enthaltene Ribonuklease
(RNase) A zerstorte die in den Zellen vorhandene Ribonukleinsdure (RNA), damit
ausschlieRlich DNA wahrend des Markierungsschrittes angefarbt wurde. Danach wurde
die DNA mit 300 pl Farbepuffer (mit P1 10 pg/ml) fur 2 h bei +4 °C im Dunkeln inkubiert.

In der folgenden FACS-Analyse wurden das intrazellular gebundene Propidiumiodid
durch einen monochromatischen Argonlaser bei einer Wellenlange von 488 nm
angeregt und anschliellend dessen Eigenfluoreszenz gemessen. Diese war wiederum
proportional zur intrazellular vorhandenen DNA-Menge, was einen Ruckschluss auf die
Zellzyklus-Phase jeder einzelnen Zelle ermoglichte. Die Messergebnisse wurden als
Punktdiagramm und als Histogramm der vorhandenen DNA-Menge dargestellt
(Software: Cellquest Pro® und ModFit-Software®, Becton Dickinson, Rutherford, NJ,
USA). Anhand der Bestimmung der Flache unter der Kurve (des Histogramms) war
dann die anteilmallige Zuordnung der Zellpopulation zu den jeweiligen Zellzyklus-
Phasen moglich.

2.2.3 Nachweis der Expression spezifischer Proteine unter Inhibition mit
BSc2118
2.2.3.1 Proteinpraparation

Zur weiterfuhrenden Analyse auf Proteinebene wie Proteasomaktivitatsmessungen,
Western Blot-Analysen sowie NF-kB — Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA) -
Versuche, wurden Proteinextrakte aus den verschieden behandelten Zellen hergestellt.

29



Chemikalien und Pufferldsungen:

Lysispuffer (LP):

HEPES pH 7,2 100 mM

KCI 100 mM

MgCl, 2 mM

DTT 5 mM

Nonidet P40 0,1% (v/v)
Complete®; Proteaseninhibitor-Gemisch 2 Tabletten/10ml
ad Aqua dest. (Tabl.)

Gewinnung von Gesamtzellextrakten

Alle Arbeitsschritte wurden, zum Stoppen intrazellularer Stoffwechselaktivitat, auf Eis
bzw. bei +4 °C durchgefuhrt. Zur Praparation unfraktionierter Extrakte wurden die Zellen
nach Asservation zunachst je zweimal in PBS gewaschen (Zentrifugation: 125 x g; 10
min.). Dann wurde dem Zellpellet Lysispuffer (LP) beigemengt und 20 min. inkubiert.
Durch das Detergens (Nonidet P40) wurden die Zellmembranen aufgeschlossen, und
intrazellulares Protein freigesetzt. Dithiothreitol (DTT) diente als reduzierendes Agens
zur Denaturierung der Proteine durch Aufbrechen von Disulfidbricken. Die Zelltrammer
wurden abzentrifugiert (15000 x g; 25 min.), der proteinhaltige Uberstand aliquotiert und

fur weiterfuhrende Versuche bei -80 °C eingefroren.

Die Proteinmengenbestimmung wurde mittels der BCA-Methode durchgefuhrt. Bei
dieser Reaktion werden Kupferionen (Cu2+) im alkalischen Milieu durch Proteine
reduziert (zu Cu”) und bilden mit der Bicinchonsaure (Bicinchoninic Acid, BCA) einen
Komplex, welcher photometrisch bei 562 nm detektierbar ist [147]. Zur quantitativen
Ermittlung diente eine Eichkurve, ermittelt anhand einer Standardreihe aus Losungen
definierter Proteinkonzentrationen (5 bis 500 pg/ml) an Rinderserumalbumin (Bovine
Serum Albumin — BSA; Stockldsung mit 2,0 mg/ml).
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Chemikalien und Pufferldsungen:

Bicinchonsaurelésung(A): (Pierce) Lésung C:
Na-Karbonat k.A. Lésungen A und B 50:1 (v/v)
Na-Bikarbonat k.A.
Na-Tartrat k.A.
NaOH 0,1 M
Kupfersulfatlésung (B): (Pierce) BSA-Proteinstandard: (Pierce)
CuSO, "5 H,0 4 % (wiv) BSA 2,0 mg/ml
NaCl 0,9 % (wiv)
NaN3 k.A.
ad Aqua dest.

k.A.: keine Angaben des Herstellers.

Es wurden jeweils 2 pl Proteinextrakt in einem Verhaltnis von 50:1 mit PBS verdunnt.
Auf einer 96-Well Platte wurden dann jeweils Dreifachbestimmungen a 30 pl
Proteinprobe durchgefuhrt. Hierzu wurden die Proben eine Stunde mit je 200 yl BCA-
Reagens-Gemisch bei +37 °C auf dem Ruttler inkubiert. Anschlielend wurde am
Mikrotiterplatten-Lesegerat die Extinktion photospektrometrisch gegen einen Leerwert
mit PBS bei 562 nm Wellenlange gemessen. Es wurde jeweils eine Standardreihe mit
Rinderserumalbuminproben bekannter Proteinmengen (5, 10, 25, 50, 100, 250 und 500
pug/ml) mitgefuhrt. Mit diesen Standardproben wurde anhand einer linearen Regression
(y=ax+b, wobei hier b=0) eine Eichkurve erstellt. Der Proteinmengengehalt der zu

messenden Proben wurde anhand der Eichkurve ermittelt.

2.2.3.2 Proteinnachweis mittels Western Blot-Verfahren

Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese dient der
elektrophoretischen Auftrennung und Darstellung der Proteine eines Proteingemisches
in einem elektrischen Feld nach deren Molekulargewicht [148]. Das stark negativ
geladene SDS lagert sich an die Proteine an, sobald das Proteingemisch bei 95 °C
denaturiert wird. Dadurch erhalten die entfalteten Proteine eine negative Ladung,
weshalb alle Proteine im elekirischen Feld Richtung Anode wandern. Die
Migrationsgeschwindigkeit der Proteine im Gel hangt somit von der angelegten
Spannung, der Porengrofle des verwendeten Gels und dem Molekulargewicht der
Proteine ab. Anhand eines mitgefuhrten Proteinstandards, dessen Proteinbanden
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jeweils Protein bekannten Molekulargewichts entsprechen, ist zudem eine Bestimmung

des Molekulargewichtes der aufgetrennten Proteine moglich.

Chemikalien und Pufferldsungen:

Acrylamidlésung (30%) TEMED 99 % (v/v)
Acrylamid 30 % (w/v)
Bisacrylamid 0,8 % (w/v) SDS-Probenpuffer (Laemmli):
TRIS-HCI; pH 6,8 125 mM
1,5 M TRIS-HCI, pH 8.,8: SDS 1 % (wW/v)
TRIS Base 1,5 M Glycerin 5 % (viv)
pH mit HCI auf 8,8 B-Mercaptoethanol 2,5 % (viv)
ad Aqua dest. Bromphenolblau 0,0005 % (w/v)
0,5 M TRIS-HCI, pH 6.8: Precision Plus All Blue;
TRIS Base 0,5 M Proteinstandard 10-250 kDa
pH mit HCI auf 6,8
ad Aqua dest. Elektrophoresepuffer:
TRIS Base 125 mM 25 mM
10% SDS: 10 % (w/v) Glycin 960 mM 192 mM
ad Aqua dest. SDS 4mM 0,1 % (wlv)
pH auf 8,3
2x SDS: ad Aqua dest.
0,5 M Tris-HCI, 250mM 1 % (viv)
SDS 4 % (w/v) 10% APS: 10 % (wiv)
Glycerol 10 % (viv) ad Aqua dest.
ad Aqua dest.

Die einzusetzenden Gele wurden je zwischen zwei Glasplatten gegossen und hatten
eine einheitliche Dicke von 1 mm. Die homogenen Trenngele hatten einen
Acrylamidanteil von 12%. Die Acrylamidkonzentration der Sammelgele betrug 4%.
Tabelle 2 zeigt die Zusammensetzungen der Gelldsungen.
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Tab. 1: Zusammensetzung der SDS-PAGE-Gellésungen

Sammelgele Trenngele

Acrylamidanteil [%] 4 12
Puffer [ml]:

Acrylamidlésung (30%) 1,35 6

1,5 M TRIS-HCI, pH 8,8 - 3,8

0,5 M TRIS-HCI, pH 6,8 2,5 -

Aqua dest. 6 5

10% SDS 0,1 0,15
Polymerisation [ul]:

10% APS 100 150

TEMED 10 6

Zuerst wurde die Losung fur das Trenngel angesetzt; nach Hinzugabe von
Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiamin (TEMED) welche die
Polymerisation katalysieren, wurde die Gellosung zugig in die Glaskammer gegossen.
Nach etwa 30 min. Inkubation bei Raumtemperatur war die Polymerisation
abgeschlossen. Ein 1 mm dicker Plastikkamm wurde zur Erstellung der Probentaschen
in das Sammelgel eingelassen. Die zur elektrophoretischen Trennung eingesetzten
Gesamtzellsolubilisate wurden unter Verwendung des Lysispuffers aus je 5 x 10° Zellen
pro Probe gewonnen (Details siehe Abschnitt 2.2.3.1 Proteinpraparation). Die Proben
wurden zum Absetzen etwaiger verbliebener Zelltrimmer vor Weiterverarbeitung
abzentrifugiert (+4 °C; 15000 x g; 5 min.), in Laemmli-Probenpuffer und SDS-L6sung
gelost, und auf eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellt. Dann wurden die
Proteinproben 5 min. auf dem Ruttler bei +95 °C denaturiert, erneut zentrifugiert und bis
zum Auftragen auf das Gel auf Eis gelagert.

Die Proteinproben und der Proteinstandard wurden mittels Mikroliterspritze in die
Probentaschen Uberfuhrt. Nach Anlegen der Stromversorgung erfolgte die
Elektrophorese bei 100 V, 35 mA, 300 W und konstanter Spannung. Die Auftrennung
wurde gestoppt wenn die durch das Bromphenolblau gefarbte Lauffront den unteren
Rand des Gels erreicht hatte, was nach ca. 100-120 min. erfolgte.
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Proteintransfer mittels Western Blot-Verfahren

Fir den weiteren Versuchsablauf wurden die in der Elektrophorese aufgetrennten
Proteine per Elektrotransfer aus dem Acrylamidgel auf eine Polyvinyliden Difluorid
(PVDF) - Membran nach dem Prinzip des ,semi-dry® Western Blot-Verfahrens
transferiert.

Chemikalien und Pufferldsungen:

10x Transferpuffer: 1x Transferpuffer:
TRIS Base 250 mM 10x Transferpuffer 10 % (viv)
Glycin 1920 mM Methanol 20 % (vlv)
ad Aqua dest. ad Aqua dest.

Ponceau S Lésung:
Ponceau S 0,1 % (wlv)
Essigsaure 5 % (viv)

PVDF-Membranen wurden auf GelgroRe zugeschnitten und ca. 30 sec. in Methanol
aktiviert. AnschlieRend wurden diese dann mit dem ebenfalls zugeschnittenen Western
Blot-Filterpapier (BIO-RAD) in Transferpuffer getrankt. Nach Beendigung der
Elektrophorese wurde das Sammelgel vom Trenngel geldst und letzteres fur 1-2 min. in
Transferpuffer equilibriert. Filterpapier, Gel und PVDF-Membran wurden dann wie folgt
auf der Anode der Apparatur Ubereinander geschichtet:

Kathode (-)
Filterpapier
SDS-Polyacrylamidgel
PVDF-Membran
Filterpapier

Anode (+)
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Nach 50-60 min. bei 50 mA/cm? wurde der Transfer gestoppt und die Membranen wie
unten beschrieben weiterbehandelt. Optimale Transferbedingungen bezlglich Strom

und Lauftest wurden in getrennten Versuchsreihen fur das jeweilige Protein ermittelt.

Zur Uberpriifung des Transfers vom Gel auf die PVDF-Membran wurden mittels
reversibler Ponceau S-Farbung die Proteinbanden sichtbar gemacht [149]. Hierzu
wurden die Membranen in die Farbelosung gelegt und anschlieRend in destilliertem
Wasser gewaschen. Die rot gefarbten Proteinbanden wurden so sichtbar. Die Farbung
der Banden wurde durch Auswaschen mit Aqua dest. wieder rickgangig gemacht.

Auf PVDF-Membran transferierte Proteine koénnen spezifisch mittels indirekter

Immunmarkierung durch spezifische Antikorper nachgewiesen werden.

Chemikalien und Pufferldsungen:

PBS-T: Zweitantikdrperldésungen:
TWEEN® 20 0,05 % (v/v) PBS-T 90 % (V/v)
ad PBS Absattigungslésung 10 % (viv)
Zweitantikérper 1: 1500
Absattigungslésung:
TRIS pH 8,0 10 mM ECL"®: (A:B; 40:1) Chemolumineszenz-Lsg:
NaCl 150 mM Lésung A 2 ml
Tween® 20 0,1 % (VIV) Lésung B 50 ul
Nonidet P40 0,5 % (viv)
BSA (Albumin Fraktion V) 0,5 % (w/v) Entwicklerlésung
Magermilchpulver 2,5 % (whv) GBX Entwickler 103 ml
Aqua dest. 370 ml
Erstantikérperlésungen:
PBS-T 90 % (v/v) Fixiererlésung
Absattigungslésung 10 % (viv) GBX Fixierer 103 ml
Erstantikorper 1: 1000 ad Aqua dest. 370 ml

Im Anschluss an die Ponceau S-Farbung wurde die Membran 1 h bei Raumtemperatur
in der Absattigungslosung auf dem Schuttler behandelt, um unspezifische Bindungen zu
blockieren. Es folgte die Inkubation bei +4 °C Uber Nacht in der Erstantikdrperlosung.
Nach 12 h wurde die Membran 4 x 10 min. in PBS-Tween (PBS-T) bei Raumtemperatur
auf dem Rdattler gewaschen. Es folgte die Inkubation mit der zugehorigen
Zweitantikorperlosung fur 1 h. Wieder wurde die Membran mit PBS-T gewaschen (4 x

10 min.), um nicht gebundene Antikorper zu eliminieren. Elektrochemiluminszenz Plus

35



(ECL") - Losung wurde dann auf die Membran getraufelt, 1 min. inkubiert, wieder
entfernt und die Membran in die Photokassette eingebracht. Die an den Zweitantikorper
gekoppelte Horseradish-Peroxydase (HRP) baute in Anwesenheit von Peroxid das
Substrat Lumigen PS-3 Acridan in einer Enzymreaktion zu dem Licht emittierenden
Acridiniumester ab. Hierzu wurde der Film 2 min. in Entwicklerlosung getaucht,
anschlie3end kurz in einem Wasserbad gewaschen, weitere 2min. in der Fixiererlosung

behandelt und nach Waschung getrocknet.

2.2.3.3 Semi-quantitative NF-kB Transkriptionsfaktor-Mengenbestimmung

Zur Detektion des in MC und in Mantelzell-Lymphomzellen Gberexprimierten,
antiapoptotisch wirkenden Transkriptionsfaktors NF-kB wurde ein kommerziell
erhaltlicher, Sandwich-ELISA basierter Test eingesetzt, der mittels eines monoklonalen
Antikorpers die NF-kB-Untereinheit p65 (relA) detektiert.

Chemikalien und Pufferldsungen:

TransAM NF-kB Kit®: Waschpuffer AM2 k.A.
Complete Lysispuffer: k.A.

DTT 5 mM Antikérper-Bindungspuffer AM2 k.A.

Proteaseninhibitorgemisch 1 % (viv)

Lysispuffer AM2 ad1 ml NF-kB p65 Erstantikorper 0,8 pg/ul
Complete Bindungspuffer: k.A. HRP-IgG Zweitantikérper 0,25 pg/ul

DTT 2 mM

Heringsperma DNA (1ug/ul) 1 % (viv) Entwicklungslésung k.A.

Bindungspuffer AM3 ad1 mi

Stoppldsung k.A.

Positivkontrolle:

Jurkat Nuklearextrakt 2,5 pg/ul

k.A.: keine Angaben des Herstellers.

Es wurden je 5 x 10° Zellen/Probe eingesetzt. Die ausgesiten Zellen wurden 1 h mit
BSc2118 in Konzentrationen von 1 - 10* nM behandelt und direkt im AnschluB mit 5
ng/ml Tumornekrosefaktor alpha (TNFa) fur 15 min. inkubiert. TNFa triggert den
proteasomabhangigen Abbau des |-kB, wodurch NF-kB freigesetzt und detektierbar
wird. Die Arbeitsschritte zur Herstellung von Gesamtzellextrakten erfolgten auf Eis bzw.

bei +4 °C (siehe 2.2.3.1 Proteinpraparation).
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Die auf eine einheitliche Proteinkonzentration eingestellten Gesamtzellextrakte wurden
1 h bei 37 °C auf der zum Kit mitgelieferten Mikrotiterplatte inkubiert. In den
Zellextrakten enthaltenes p65 (relA) NF-kB bindet dabei an eine Oligonukleotidsequenz
(5-GGGACTTTCC-3’), welche auf der 96-Well Platte immobilisiert ist. Dann folgte ein
dreifacher Waschschritt mit jeweils 200 pl Waschpuffer/Well und anschlieRendem
Entleeren der Wells). Es folgt die spezifische immunologische Markierung per NF-kB-
Erstantikorper fur 1 h bei Raumtemperatur. Nach einem weiteren Waschschritt folgte
die Inkubation mit dem HRP-gekoppelten Zweitantikorper fur 1 h bei Raumtemperatur.
Nach erneuter Waschung wurden je 100ul/Well der Entwicklungslésung pipettiert und 2-
10 min. bei Raumtemperatur im Dunkeln in verscheidenen Zeitintervallen inkubiert, bis
es zu einer deutlichen Farbreaktion durch Verstoffwechselung des Substrates durch die
Peroxidase kam. Die OD des Produktes wurde anschlielend bei einer Wellenlange von
450 nm (Referenz 655 nm) photometrisch bestimmt, und war proportional zur
gebundenen Menge NF-kB. Das mitgelieferte Jurkat Nuklearextrakt diente als
Positivkontrolle. Die Menge an NF-kB wurde relativ zur Jurkat-Kontrolle in Prozent
ausgedruckt. Sowohl die zellulare Stressreaktion auf die Behandlung mit TNFa und
reaktivem Anstieg des aktivierten NF-kB, als auch die eigentlichen Auswirkungen der

Proteasominhibition auf die NF-kB Aktivitat konnten so qualitativ erfasst werden.

2.23.4 Bestimmung der Proteasomaktivitat

Der Nachweis einer spezifischen Hemmung der zellularen Proteasomaktivitat in vitro
erfolgte anhand einer fluoreszenzbasierten Bestimmung eines peptidgebundenen,
proteasomspezifischen Substrats, welches nach proteasomaler Abspaltung von seiner
Tragersubstanz eine detektierbare Eigenfluoreszenz besitzt. Es wurden Zellextrakte mit
BSc2118 behandelter Zellen mit dem Peptid-Substrat N-Succinyl-Leucin-Leucin-Valin-
Tyrosin-7-Amino-4-Methylkumarin (suc-LLVY-AMC), welches durch die Bs-Untereinheit
des Proteasoms degradiert wird, inkubiert. Die chymotrypsinahnliche Proteaseaktivitat
verursacht die Abspaltung des Fluorochroms AMC von dem Tragerpeptid. Die jeweils
ermittelte  Fluoreszenz war somit ein direkt-proportionales Malk fur die
chymotrypsinahnliche Proteasomaktivitat der getesteten Zellen. Die Inhibition der Bs-
Proteasomaktivitat durch BSc2118 war demnach umgekehrt proportional zur ermittelten

Fluoreszenz.
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Chemikalien und Pufferldsungen:

Assay-Puffer: Lysispuffer:

TRIS-HCI pH 7,2 50 mM HEPES pH 7,2 100 mM

DTT 1 mM KCI 100 mM

EDTA 0,5 mM MgCl, 2 mM

ad Aqua dest. DTT 5 mM
Nonidet P40 0,1% (v/v)

Peptidsubstrat-Ldsung: Complete® Proteasen- 2 Tabl./10ml

Suc-LLVY-AMC 100 pM inhibitorgemisch

ad Assay-Puffer

Es wurden 2,5 x 10° Zellen pro Ansatz verwendet. Die Aussaat erfolgte auf 6-Well
Platten, die uber 12 h im Brutschrank kultiviert wurden. AnschlieRend wurde 1 h mit
BSc2118 behandelt (0, DMSO, 50, 100, 500, 1000 [nM]). Fur den weiteren
Versuchsverlauf wurden anschlieend aus den Zellen Gesamtzellextrakte gewonnen.
Die gewaschenen Zellen wurden 20 min. mit Lysispuffer inkubiert (Details siehe
Abschnitt 1.2.3.1 Proteinpraparation). Von den gewonnenen Zellextrakten wurden

jeweils Aliquots zur Proteinmengenbestimmung entnommen.

Die Ermittlung der Proteasomaktivitat der Gesamtzellextrakte erfolgte als
Doppelbestimmung mit je 5 ul Zellextrakt pro Well auf 96-Well Mikrotiterplatten mit
schwarzem Flachboden. Nach 30 min. Inkubation bei +37 °C mit 100 pl/Well
Peptidsubstratlosung wurde die Fluoreszenz am Mikrotiterplatten-Fluoreszenzlesegerat
gemessen. Die Wellenlange zur Anregung betrug 360 nm. Die Eigenfluoreszenz des
AMC wurde bei 460 nm Wellenlange gemessen. Die Abnahme der Fluoreszenz in
Funktion des Anstiegs der applizierten Dosis wurde prozentual in Relation zum
Fluoreszenzwert des jeweils mitgefuhrten unbehandelten Kontrollansatzes einer jeden
Zellreihe ausgedruckt. Die gemessenen Werte wurden anhand der jeweils zuvor
ermittelten Proteinkonzentrationen der Proben auf die jeweilige

Gesamtproteinkonzentration der Proben bezogen.
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2.2.4 Ergebnisdarstellung

Die im folgenden Kapitel dargestellten Ergebnisse sind grofRtenteils mathematisch
ermittelte arithmetische Mittelwerte, welche aus mindestens n=2 Versuchsansatzen
(Ergebnis und Bestatigung des Ergebnisses) generiert wurden. Der entstandene Fehler
ist in Form der Standardabweichung sy wiedergegeben. Die Formel zur Berechnung der
Standardabweichung lautet:

- 1 L 2
5=\ 7 3 (0¥

mit n dem Stichprobenumfang, x; den Merkmalsauspragungen am i-ten Element der
Stichprobe und x dem arithmetischen Mittel der Stichprobe. Diese Darstellungsart trifft
auf die Proliferationsversuche, die Apoptoseversuche, die NF-kB Transkriptionsfaktor-

Mengenbestimmungen und die Proteasomaktivitatsversuche zu.
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3 Ergebnisse
3.1 Nachweis von CD138+/CD38+ Zellen

Der immunologische Nachweis des Anteils von Knochenmark-Plasmazellen
(BMPC)/MC an isolierten humanen mononuklearen Knochenmarkzellen (MNC) gelang
anhand von FACS-Analysen. Diese Bestimmung war insofern wichtig, da sie eine
Aussage sowohl uber den prozentualen Infiltrationsgrad des Knochenmarks durch MC
erlaubte, als auch, in Verbindung mit der Gesamtzellzahl der Probe, Auskunft Uber die
erwartungsgemal zu isolierende PC/MC-Zahl gab. Diese Zellen dienten dann der
Bestatigung von an Zelllinien vorgenommenen Versuchen. Die vor der FACS-Messung
mit den plasmazell-spezifischen fluoreszenzmarkierten CD138- und CD38-Antikdrpern
inkubierten MNC fanden sich je nach ihrer Antigenitat in einem der vier Quadranten des
Punktdiagrammes wieder. Da CD38 nicht ausschliellich auf Plasmazellen, sondern
auch auf Monozyten exprimiert wird, befanden sich im oberen linken Quadranten viele
Zellen. Die gesuchten doppelt positiven BMPC/MC erschienen im rechten oberen
Quadranten. Die Abb. 4 zeigt das Punktdiagramm einer FACS-Messung einer solchen
Leukozyten-Suspension. Jeder Punkt entspricht einer Zelle.

CD38PerCP

1 10" 102 10° 10*
CD138FITC

Abb. 4: Quantifizierung CD138/CD38 positiver Zellen in einer Probe aus MNC eines MM-Patienten
vor immunmagnetischer Separation.
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Nach der Separation erfolgte die Bestimmung der Reinheit der gewonnen PC/MC-
Population am Durchflusszytometer. Da die Separation zu einer Trennung der PC/MC
von den restlichen MNC diente, musste dies jeweils noch Uberpriuft werden. Bei einer
ausreichend reinen Population resuspendierter PC/MC erschienen somit fast
ausschlieBlich Zellen im oberen rechten Quadranten des Punktdiagrammes. Im
Durchschnitt hatten die zu Versuchen verwendeten Populationen einen PC/MC-Anteil
von 93%. Ein entsprechendes Diagramm ist in Abbildung 5 zu sehen.
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Abb. 5: Ermittlung des Reinheitsgrades der CD138/CD38 positiven Zellpopulation nach
immunmagnetischer Separation aus Knochenmark-MNC von MM-Patienten.

3.2 Zellkultur

Unter den im Methodenteil beschriebenen Zellkulturbedingungen proliferierten die
Zellkulturen mit Verdopplungszeiten von ca. 24-48 h. Die Zelllinien OPM-2 und U-266
hatten eine Verdoppelungszeit von 2 Tagen, in denen die Zelldichte der Suspensionen
um 0,5 x 10° Zellen/ml anstieg. RPMI-8226 proliferierte etwas langsamer, und brauchte
3-4 Tage um eine Verdopplung der Zellzahl zu erreichen. Die Proliferationsrate der
MCL-Zelllinien lag insgesamt hoher, nach 2 Tagen wurde eine Verdreifachung der
Zelldichte von urspringlich 0,5 x 10° Zellen/ml auf 1,5 x 10° Zellen/ml erreicht. Die

Vitalitatsraten der Zelllinien lagen jeweils oberhalb der erforderlichen 90%. U-266 und
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RPMI-8226 wiesen meist Raten von knapp Uber 90% Vitalitat auf. Die Kulturen der
Mantelzelllinien erreichten im Schnitt 96% Vitalitat. OPM-2 erreichte mit 96%-99% die
hochste durchschnittliche Vitalitat.

3.3 Proliferationshemmung

Bei den MM-Zellen zeigte sich, dass alle drei Zellreihen dosisabhangig auf das
BSc2118 ansprachen. Bei OPM-2 und U-266 war ab einer Dosis von 50 nM eine
signifikante Abnahme der Viabilitat zu verzeichnen. Der Kurvenverlauf der Viabilitat der
Zelllinie OPM-2 verlief im sigmoidalen Teil steiler als bei U-266. Der ICso-Wert des
BSc2118 nach 48 h lag bei OPM-2 mit 52 nM niedriger als bei U-266 mit 65 nM. Beide
lagen jedoch im niedrigen nanomolaren Bereich. Die Plateau-Phase im Anschlul} an
den sigmoidalen Teil der Kurve war bei beiden Zelllinien vergleichbar. Die Zellreihe
RPMI-8226 war deutlich weniger sensitiv. Erst bei einer Dosis von 250 nM trat ein
deutlicher Effekt des BSc2118 auf. Der ICso-Wert des BSc2118 lag bei der Zellreihe
RPMI-8226 nach 48h mit 287 nM im mittleren nanomolaren Bereich. Die Ergebnisse der
Proliferationstests bei den MM-Zellreihen nach 48h Inkubation mit BSc2118 sind in der

Abbildung 6 dargestellt.

Die Ergebnisse der Proliferationsversuche wurden bei den MM-Zelllinien durch
Versuche an separierten BMPC/MC von Myelom-Patienten bestatigt. Diese primaren

Zellen stammten von drei Patienten:

* Bei Patient 1 (Zustand nach Therapie mit Adriamycin/DEX). Bei den MC wurden
keine chromosomalen Aberrationen festgestellt, die als besondere Risikofaktoren
gelten.

* Bei den MC des Patienten 2 (Erstdiagnose, keine Therapie vor
Knochenmarkpunktion) wurde eine t(4;14) gefunden.

* Der Karyotyp der Plasmazellen des Patienten 3 (Erstdiagnose, keine Therapie
vor Knochenmarkpunktion) beinhaltete die Aberrationen t(4;14) und del(13).

Alle getesteten primaren Zellkulturen wiesen ein dosisabhangiges Ansprechen auf das
BSc2118 auf. Ab 250 nM zeigte sich bei allen primaren Kulturen ein Viabilitatsverlust.

Das Ansprechen der jeweiligen Zellkulturen war jedoch unterschiedlich. Die Zellen des
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Patienten 1 waren am sensitivsten, ihr 1Cso-Wert fur BSc2118 lag bei 264 nM. Die
Zellen des Patienten 2 waren etwas weniger sensitiv mit einem 1Cso-Wert von 282 nM.
Bei den Zellen des Patienten 3 lag der ICso-Wert des BSc2118 mit 370 nM hoher als
bei den Zellen des Patienten 2. Die durchschnittliche 1Cs, fUr alle drei Patienten betrug
305 nM. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 7 dargestellt.
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Abb. 6: MTT-Test. Dosisabhangige Wachstumshemmung durch den Proteasominhibitor BSc2118.
Inkubationszeit 48 h. Getestete MM-Zelllinien: OPM-2, U-266 und RPMI-8226.
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Abb. 7: MTT-Test. Dosisabhangige Wachstumshemmung durch den Proteasominhibitor BSc2118.
Inkubationszeit 48 h. Getestete Zellen: Primare MM-Zellen der Patienten 1, 2 und 3.
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Abb. 8: MTT-Test. Dosisabhangige Wachstumshemmung durch den Proteasominhibitor BSc2118.
Inkubationszeit 48 h. Getestete Mantelzelllymphom-Zelllinien: JeKo-1, HBL-2 und Granta-
519.

Ebenso wie die Myelomzelllinien wiesen alle Mantelzelllinien ein dosisabhangiges
Ansprechen auf das BSc2118 auf. Die Sensitivitat gegentuber dem BSc2118 war bei der
Zellreine HBL-2 am ausgepragtesten. Die ICsq des BSc2118 betrug hier nach 48h 82
nM. Die Zellreihe JeKo-1 war mit einem |Cso-Wert von 130 nM nach 48h etwas weniger
sensitiv. Granta-519 war mit einer 1Cso von 262 nM die Zellreihe mit dem schwachsten
Ansprechen auf BSc2118. Die Ergebnisse sind in Abbildung 8 dargestellt.
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Abb. 9: MTT-Test. Dosisabhangige Wachstumshemmung durch den Proteasominhibitor BSc2118.
Inkubationszeit 48 h. Getestete Zellen: Lymphozyten gesunder Spender.

In den MTT-Toxizitatsversuchen mit humanen Lymphozyten gesunder Spender konnte
gezeigt werden, dass gesunde Lymphozyten im Vergleich zu den transformierten
Zellkulturen eine deutlich verminderte Sensitivitat fur BSc2118 aufweisen. Die Viabilitat
der Lymphozytenkulturen lag bei der maximal applizierten Dosis von 1000 nM im
Durchschnitt noch bei 83%. Bei allen Toxizitatsversuchen lag somit die halbletale Dosis
des BSc2118 deutlich Uber 1000 nM. Auch bei diesen primaren Zellen gesunder
Spender zeigte sich eine dosisabhangige Minderung der Viabilitat. Die Ergebnisse sind
in Abbildung 9 dargestellt. Alle berechneten ICso-Werte sind aul3erdem in der Tabelle 3

dargestellt.

34 Apoptoseinduktion

Bei den MM-Zellreihen konnte gezeigt werden, dass das BSc2118 apoptotisch auf die
transformierten Zellen wirkt, und dieser Effekt dosisabhangig ist. Nach 48 h Inkubation
der Zellen mit BSc2118 lagen die spezifischen Apoptoseraten der Myelom-Zellkulturen
bei der jeweiligen zelllinienspezifisch niedrigsten Dosis bei 1% (U-266, 33 nM), 5,5%
(OPM-2, 26 nM) und 9,5% (RPMI-8226, 144 nM). Bei der jeweils applizierten 1Cso waren
die Apoptoseraten der Zelllinien OPM-2 (52 nM) und U-26 (65 nM) mit jeweils 30% und
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29,5% vergleichbar. Die Apoptose-Rate lag bei RPMI-8226 (288 nM) mit 63%
signifikant hoher. Bei der jeweiligen funffachen ICsy erreichten alle drei Zelllinien
vergleichbare Apoptoseraten mit 71% (OPM-2, 260 nM), 76% (U-266, 325 nM) und
75% (RPMI-8226, 1435 nM). Die Ergebnisse sind in der Abbildung 10 dargestellit.
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Abb. 10: Annexin V-Test, durchfluBzytometrische Bestimmung. Dosisabhdngige spezifische
Apoptoseraten nach 48 h Inkubation mit BSc2118 bei den MM-Zelllinien OPM-2, U-266
und RPMI-8226.

Die Annexin V-Versuche an den MM-Zellreihen wurden anschliellend ebenfalls durch
Versuche an primaren CD138+ MC aus Patientenmaterial Uberpruft. Die verwendeten
Zellen stammten von denselben Patienten, deren Zellen fur die MTT-Tests eingesetzt
wurden (Patient 1 ohne bekannte chromosomale Aberrationen und Patient 2 mit einer
bekannten Translokation t(4;14)). Bei einer Dosis von 50 nM war die spezifische
Apoptoserate bei beiden Zellkulturen mit 2% identisch. Wurden 100 nM BSc2118
verabreicht, so betrugen die jeweiligen Apoptoseraten 10% (Patient 1) und 15%
(Patient 2). Die hochste applizierte Dosis von 500 nM fuhrte bei den Zellen des
Patienten 1 zu einer Apoptoserate von 89%, und bei denen des Patienten 2 zu einer
Apoptoserate von 82%. Auch bei diesen primaren Zellen wurde eine Dosisabhangigkeit
des Effekts gezeigt. BSc2118 wirkte, wie auch schon bei den MTT-Tests, bei den Zellen
beider Patienten in vergleichbarem Malle proapoptotisch. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 11 dargestellit.
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Abb. 11: Annexin V-Test, durchfluBzytometrische Bestimmung. Dosisabhdngige spezifische
Apoptoseraten nach 48 h Inkubation mit BSc2118 bei den primaren MC der Patienten 1
und 2. Da fiir die primaren Zellen keine 1C5-Werte vorlagen, wurden die Dosen 50 nM,
100 nM und 500 nM eingesetzt.

Ebenso wie bei den MM-Zellen, konnte bei den Mantelzellreihen eine
Dosisabhangigkeit der Apoptose-Induktion festgestellt werden. Bei den Mantelzell-
Lymphomzelllinien hatte BSc2118 bei HBL-2 die starkste proapoptotische Wirkung. Die
niedrigste angewandte Dosis (halbe ICso) verursachte eine spezifische Apoptoserate
von 15,5% (HBL-2, 41 nM). Bei der IC5o (82 nM) lag die spezifische Apoptoserate bei
95,5%, bei der funffachen ICso (410 nM) bei 97%. JeKo-1 wies bei 65 nM eine
Apoptoserate von 5,5% auf. Bei der einfachen ICsy (130 nM) waren 41,5% der Zellen
apoptotisch, und bei der funffachen ICsy (650 nM) waren es 98%. Bei der Zelllinie
Granta-519 waren jeweils 8,5% (131 nM), 55,5% (ICsp, 262 nM) und 81,5% (funffache
ICs0, 1310 nM) der Zellen apoptotisch. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 12
dargestellt.
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Abb. 12: Annexin V-Test, durchfluRzytometrische Bestimmung. Dosis-abhangige spezifische
Apoptoseraten nach 48 h Inkubation mit BSc2118 bei den MCL-Zelllinien JeKo-1, HBL-2
und Granta-519.

Zusatzlich zu den [Cso-Werten finden sich in der Tabelle 3, ergédnzend zu den
Abbildungen, auch die Apoptoseraten.

Tab. 2: Ergebnisse der Proliferations- und Apoptose-Versuche

Wachstumshemmung Apoptoserate
(MTT-Test) (Annexin V-Versuch)
IC5o [NM] [%]
Zelllinien: BSc2118: 0,5*IC50 1*IC50 5*IC50
OPM-2 52 5,5 30 71
U-266 65 1 29,5 76
RPMI-8226 287 9,5 63 75
JeKo-1 130 5,5 41,5 98
HBL-2 82 15,5 95,5 97
Granta-519 262 8,5 55,5 81,5
Primédre Myelomzellen:
Patient 1 264 2 10 89
Patient 2 282 2 15 82
Patient 3 370 - - -
Lymphozyten (buffy coat) >>1000 - - -
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3.5 Zellzyklus-Analysen

In allen MM- und MCL-Zelllinien konnte ein dosisabhangiger Arrest in der G2/M-Phase
durch Behandlung mit BSc2118 nachgewiesen werden. Der proliferationshemmende
Effekt des BSc2118 war bei der MM-Zelllinie OPM-2 am starksten ausgepragt. Nach 24
h Exposition mit der ICso des BSc2118 (52 nM) betrug der G2/M-Zuwachs bei OPM-2
36%. RPMI-8226 wies in diesen Versuchen einen durchschnittlichen G2/M-Zuwachs
von 29% auf. Bei U-266 war der G2/M-Zuwachs mit 10% im Durchschnitt am

schwachsten ausgepragt. In der Abbildung 13 sind die Ergebnisse dargestellt, in
Verbindung mit der jeweils mitgefuhrten Kontrolle.
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Abb. 13: G2/M Zellzyklus-Arrest nach Behandlung mit BSc2118. Aufgefiihrt sind je Kontrolle und

Ergebnis nach 24 h Inkubation mit der jeweiligen 1Cso. Behandelte MM-Zelllinien waren
OPM-2, U-266 und RPMI-8226.
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Bei den MCL-Zelllinien konnte ebenfalls nach 24 h Inkubation mit BSc2118 ein
dosisabhangiger Arrest in der G2/M-Phase durch die Behandlung nachgewiesen
werden. Der proliferationshemmende Effekt des BSc2118 war bei der Zelllinie JeKo-1
am deutlichsten ausgepragt mit im Durchschnitt einem G2/M-Zuwachs von 16%, und
maximal 18%. Die Zellzyklus-Aktivitat der Zellreihe HBL-2 wurde in ahnlichem Malle
gehemmt, und wies auch einen G2/M-Zuwachs von 16% nach 24h auf. Bei der Zellreihe
Granta-519 lag der durchschnittliche G2/M-Zuwachs mit 13%, und maximal 16%, etwas
niedriger. In Abbildung 14 sind die Ergebnisse dargestellt.
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Abb. 14: G2/M Zellzyklus-Arrest nach Behandlung mit BSc2118. Aufgefiihrt sind je Kontrolle und

Ergebnis nach 24 h Inkubation mit der jeweiligen IC5. Behandelte Mantelzelllymphom-
Zelllinien waren JeKo-1, HBL-2 und Granta-519.
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3.6 Proteinnachweis
3.6.1 Immunologischer Proteinnachweis
3.6.1.1 Western Blot

Nachweis von p21*¥""*P" pej den MM-Zelllinien

Bei allen MM-Zelllinien wurde eine Stabilisierung des p21 (Molekulargewicht 21 kDa)
nach Behandlung mit BSc2118 beobachtet. Bei den OPM-2 Kontrollansatzen (Nativ und
DMSO) konnte nur eine aullerst schwache, p21 reprasentierende Bande nachgewiesen
werden. Bei 100 nM BSc2118 war diese Bande sehr kraftig ausgepragt. Bei einer
letalen Dosis von 1000 nM war die entsprechende p21 Bande sichtbar starker
ausgepragt als bei 100 nM. Bei U-266 waren die Kontrollbanden deutlicher sichtbar als
bei OPM-2. Die p21 Bande bei 100 nM dokumentiert jedoch eine deutliche
Signalzunahme im Vergleich zu den Kontrollbanden, ist jedoch etwas schwacher
ausgepragt als bei OPM-2. Auch bei U-266 nahm die Bande bei 1000 nM nochmals
kraftig an Breite und Intensitat im Vergleich zu 100 nM zu, und war im Vergleich zu
OPM-2 sichtbar signalintensiver. Auch bei RPMI-8226 war die Intensitat der
Kontrollbanden fur p21, ahnlich wie bei U-266, schwach, jedoch deutlich sichtbar. Auch
hier fand bei 100 nM eine deutliche Stabilisierung des p21 im Vergleich zu den
Kontrollen statt. Die Bande bei 1000 nM ist in etwa mit der bei 100 nM vergleichbar.
Eine weitere Zunahme der Signalintensitat hat nicht stattgefunden. Bei OPM-2 und U-
266 kann demnach von einer Dosisabhangigkeit der Stabilisierung des p21 gesprochen
werden, welche bei RPMI-8226 unter diesen Bedingungen nicht sicher zu erkennen ist.
Die B-Aktin Banden gleicher Signalintensitat dokumentieren, dass in die verschiedenen
Geltaschen bei der Elektrophorese in etwa die gleichen Mengen an Gesamtprotein
pipettiert wurden. Abbildung 15 dokumentiert die Ergebnisse der Western Blot-
Versuche an den MC.
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Abb. 15: Western Blot. Inkubationszeit der Zellen mit BSc2118: 8 h. Stabilisierung des CDK-
Inhibitors p21 in den Myelomzelllinien OPM-2, U-266 und RPMI-8226.

1waf1/cip1

Nachweis von p2 und Cyclin D4 bei den Mantelzell-Lymphomzelllinien

Wie bei den MC, so wurde p21 auch in den Mantelzellen nach 8 h Inkubation mit
BSc2118 im Vergleich zur Kontrolle deutlich sichtbar stabilisiert. Zusatzlich zu p21
wurde bei den Mantelzellen das Zellzyklus-Protein Cyclin D1 (Molekulargewicht 33,4
kDa) untersucht. Die Abbildung 10 prasentiert die Ergebnisse. Dargestellt sind Banden
von p21, Cyclin D1 und B-Aktin.

Bei JeKo-1 waren die Kontrollbanden far p21 nur schwer zu erkennen, jedoch
nachweisbar. Bei 100 nM BSc2118 nahm die Intensitat der Bande im Vergleich zur
Kontrolle geringfugig zu, und war dann bei 1000 nM sichtbar groRerer Intensitat. Bei
HBL-2 war schon die p21-Bande der Kontrollansatze starker Intensitat. Bei 100 nM
nahm die Bande an Breite und Intensitat zu. Die Intensitat der Bande bei 200 nM war im
Vergleich zu der bei 100 nM sichtbar schwacher, und lag sogar geringfugig unter der
der Kontrollbanden. Die Kontrollbanden fur p21 bei Granta-519 wiesen eine geringe
Intensitat auf. Die Bandestarke nahm bei 100 nM BSc2118 dann deutlich erkennbar zu.
Auch die Bande bei 1000 nM war noch sichtbar signalintensiver als jene der
Kontrollansatze, reichte jedoch in ihrer Intensitat nicht ganz an die Bande bei 100 nM

heran.
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Abb. 16: Western Blot. Inkubationszeit der Zellen mit BSc2118: 8 h. Stabilisierung von p21 und
Abbau von Cyclin D1 in den Mantelzellymphom-Zelllinien JeKo-1, HBL-2 und Granta-
519.

Bei dem Nachweis von Cyclin D1 traten bei JeKo-1 und Granta-519 teilweise mehrere
Banden auf. Die starkste Bande bei allen Cyclin D1-Nachweisen und allen drei Zelllinien
trat im Bereich von 33 kDa auf. Durch Behandlung mit BSc2118 war nach 8 h bei JeKo-
1 und HBL-2 eine geringfugige Abnahme der Bandenstarke bei 100 nM zu verzeichnen,
bei Granta-519 war dieser Effekt erst bei 1000 nM nachweisbar. Sowohl bei JeKo-1 als
auch bei Granta-519 konnten, trotz des monoklonalen Antikdrpers, mehrere Banden
detektiert werden. Bei den zusatzlichen Banden mit geringerem Molekulargewicht als
33 kDa konnte es sich um Abbauprodukte des Cyclin D1 handeln. Nach Inkubation mit
1000 nM BSc2118 erschien bei JeKo-1 eine zusatzliche Bande auf der Hohe der 20
kDa Referenzbande. Im Bereich von 29 kDa war bei beiden Zellreihen eine zusatzliche
schwachere Bande sichtbar, die bei Granta-519 bei 1000 nM BSc2118 verschwand.
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Sowohl bei der Behandlung mit 100 nM als auch mit 1000 nM trat bei Granta-519 eine
zusatzliche Bande im Bereich von 31 kDa auf. Die Ergebisse sind in der Abbildung 16
dargestellt.

3.6.1.2 Semi-quantitative NF-kB Transkriptionsfaktor-Bestimmung

In den Zellreihen OPM-2 und RPMI-8226 konnte gezeigt werden, dass durch TNFa-
Stimulation die NF-kB p65 (relA) Untereinheit induziert werden konnte. Die NF-kB
Induktion konnte durch BSc2118 dosisabhangig inhibiert werden. In U-266 war eine
Stimulation durch TNFa nicht erfolgreich. Auch eine Hemmung der vorhandenen Basis-
Aktivitat war bei den eingesetzten Dosen BSc2118 nicht moglich. Die Behandlung mit
10 nM BSc2118 konnte weder bei OPM-2 noch bei RPMI-8226 eine signifikante
Abnahme des freiwerdenden NF-kB p65 hervorrufen. Bei einer Dosis von 100 nM war
ein Aktivitatsverlust des NF-kB von 5-10% nachweisbar. Erst bei 1000 nM war eine
signifikante Inhibition des NF-kB nachweisbar. Im Schnitt 52% weniger NF-kB als in
dem Kontrollansatz wurden bei dieser Dosis in den OPM-2 Zellen freigesetzt. Bei RPMI-
8226 sank die Aktivitat auf 65% der Kontrolle. Die maximal applizierte Dosis von 10000
nM flhrte zu einer weiteren Zunahme der Hemmung der NF-kB Freisetzung. In der
Zelllinie OPM-2 war bei dieser Dosis nur noch eine Aktivitat von 28% des
Ausgangswertes des NF-kB nachweisbar, bei RPMI-8226 waren es 42%. Die
Ergebnisse der ELISA-basierten Bestimmung des NF-kB aus den gewonnenen

Zellextrakten der MM-Zellen sind im Folgenden in der Abbildung 17 dargestellt.

Ahnlich wie bei der Zellreihe U-266 war in den Mantelzelllymphom-Zelllinien die
Induktion via TNFa nicht erfolgreich. Da auch bei wiederholten Versuchen die Induktion
nicht gelang, ist zu erwagen, ob TNFa uberhaupt zur Induktion von NF-kB in den
Mantelzellen geeignet ist. Es wurde jedoch eine Grundaktivitat gemessen, welche
hemmbar war. Die NF-kB Freisetzung wurde, analog zu den MM-Zelllinien, ab einer
Dosis von 1000 nM nachweislich gehemmt. Bei dieser Dosis war die Hemmung bei
Granta-519 mit 40% verbleibendem aktiven NF-kB im Vergleich zur Kontrolle am
deutlichsten, gefolgt von HBL-2 mit 47% und JeKo-1 mit 73%. Ebenso wie bei den MM-
Zelllinien war eine Steigerung der Dosis auf 10000 nM mit einer Zunahme der
Hemmung verbunden. Nur noch 23% der NF-kB Referenzmenge wurden bei Granta-
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519 detektiert, 28% waren es bei HBL-2 und 42% bei JeKo-1. Die Ergebnisse sind in
der Abbildung 18 dargestellt.
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Abb. 17: ELISA-basierte NF-kB Transkriptionsfaktor-Bestimmung. Inhibition der NF-kB-Aktivitat in
Zell-Extrakten durch Proteasominhibition nach 1 h Inkubation mit BSc2118 und
anschlieBender Stimulation durch TNFa in den MM-Zelllinien OPM-2 und RPMI-8226.
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Abb. 18: ELISA-basierte NF-kB Transkriptionsfaktor-Bestimmung. Inhibition der NF-kB-Aktivitat in
Zell-Extrakten durch Proteasominhibition nach 1 h Inkubation mit BSc2118 und
anschlieBender Stimulation durch TNFa in den MCL-Zelllinien JeKo-1, HBL-2 und
Granta-519.
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3.6.2 Proteasominhibition

Bei allen getesteten Zelllinien war eine dosisabhangige Hemmung der
chymotrysinahnlichen Proteasomaktivitat durch BSc2118 nachweisbar. Mit steigender
Dosis BSc2118 nahm die gemessene Fluoreszenz ab.

Bei allen drei MM-Zelllinien trat ab einer Dosis von 50 nM BSc2118 eine signifikante
Hemmung der chymotrypsinahnlichen Aktivitat des Proteasoms ein. Bei OPM-2 wurden
im Mittel noch 76%, bei U-266 noch 82% und bei RPMI-8226 noch 76% der
Kontrollaktivitat gemessen. Bei 100 nM BSc2118 sanken die gemessenen Aktivitaten
weiter auf jeweils 62% (OPM-2), 65% (U-266) und 60% (RPMI-8226) ab. Bei 500 nM
BSc2118 naherte sich die erzielte Hemmung bei allen Zelllinien dem Maximaleffekt. Es
wurden durchschnittlich noch 24%, 27% und 32% der Ausgangsaktivitaten gemessen.
Bei einer Verdopplung der Dosis auf 1000 nM trat nur noch eine geringfugige Zunahme

der Hemmung von 1-4% auf. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 19 dargestelit.
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Abb. 19: Proteasomaktivitdtsmessungen. Dosisabhangige Abnahme der chymotrypsindhnlichen
Proteasomaktivitat in Zellextrakten, welche 1 h mit BSc2118 behandelt wurden. Messung
anhand der Eigenfluoreszenz des durch Peptidhydrolyse frei werdenden AMC in
Extrakten der Myelomzelllinien OPM-2, U-266 und RPMI-8226.

Die Ergebnisse bei den MM-Zelllinien konnten an primaren MC eines Patienten
bestatigt werden. Auch hier war eine dosisabhangige Hemmung der
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chymotrysinahnlichen Proteasomaktivitat durch BSc2118 nachweisbar. Die primaren
Zellen waren insgesamt etwas weniger sensitiv gegenuber dem BSc2118 als die
Zelllinien. Erst ab einer Dosis von 100 nM trat eine signifikante Hemmung des
Proteasoms ein. Es wurden 80% der Kontrollaktivitat gemessen. Bei einer Dosis von
500 nM sank die gemessene Aktivitat auf 40% ab, und lag bei der maximal applizierten
Dosis von 1000 nM bei 32%. Die Ergebnisse sind in der Abbildung 20 dargestellt.
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Abb. 20: Proteasomaktivitdtsmessungen. Dosisabhéngige Abnahme der chymotrypsindhnlichen
Proteasomaktivitat in Zellextrakten, welche 1 h mit BSc2118 behandelt wurden. Messung
anhand der Eigenfluoreszenz des durch Peptidhydrolyse frei werdenden AMC an
Extrakten primarer MC eines Patienten.

Wie bei den Myelomzelllinien trat auch bei den MCL-Zelllinien ab einer Dosis von 50 nM
eine signifikante Hemmung der Proteasomaktivitat ein. HBL-2 war mit einer
gemessenen mittleren Aktivitat von 65% des Kontrollansatzes die sensitivste Zelllinie.
Es folgten JeKo-1 mit 76% und Granta-519 mit 86% verbleibender Aktivitat. Der
deutlichste Zuwachs der Hemmung trat auch bei den MCL-Zellen erst bei einer Dosis
von 500 nM auf. Hier wurden Aktivitaten von jeweils 24% (HBL-2), 38% (Jeko-1) und
39% (Granta-519) gemessen. Eine Verdopplung der Dosis auf 1000 nM verursachte bei
allen Zellreihen noch eine Zunahme der Hemmung im Bereich von 9-13%. Die
Ergebnisse sind in der Abbildung 21 dargestellt.
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Abb. 21: Proteasomaktivitdtsmessungen. Dosisabhangige Abnahme der chymotrypsindhnlichen
Proteasomaktivitat in Zellextrakten, welche 1 h mit BSc2118 behandelt wurden. Messung
anhand der Eigenfluoreszenz des durch Peptidhydrolyse frei werdenden AMC in
Extrakten der Mantelzelllymphom-Zelllinien JeKo-1, HBL-2 und Granta-519.

58



4 Diskussion

4.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Von der elektronenmikroskopischen Entdeckung zylindrischer makromolekularer
Partikel in Archaebacteriae und Eukaryoten [2] bis hin zur Erkenntnis, dass es sich beim
Ubiquitin-Proteasom-System um den wichtigsten Mechanismus zum Abbau
intrazellularer Proteine handelt [13], war es ein langer Weg. Er fuhrte Uber die
Entdeckung der Proteaseaktivitat der tonnenformigen 20S Partikel und die Aufklarung
deren Rolle und Funktion im Zusammenspiel mit dem parallel entdeckten
Ubiquitinylierungsapparat, bis hin zum Verstandnis der Komplexbildung des 20S mit
den regulierenden 19S Untereinheiten zum 26S Gesamtkomplex [150]. Schliellich
wurde auch nachgewiesen, dass es sich bei diesem katabolen Proteinabbausystem um
ein endergones, ATP-abhangiges Procedere handelt [151, 152]. Nachdem das
Ubiquitin-Proteasom-System entdeckt und seine zentrale Rolle im Abbau schnelllebiger
und defekter Proteine verstanden war, avancierte es rasch zu einem neuen,
interessanten Forschungsgebiet in der Onkologie. Untersuchungen zeigten, dass
unterschiedlichste zellulare Signalwege und Prozesse direkt oder indirekt von der
Aktivitat des Systems beeinflusst werden, manche davon mit essentieller Bedeutung fur
die Zelle und ihr Uberleben: So werden etwa die Effektor-Proteine von Zellzyklus und
Apoptose, aber auch Transkriptionsfaktoren und Onkogene, durch das Proteasom
abgebaut und somit reguliert [13]. Kombiniert mit der Tatsache, dass sich transformierte
Zellen meist unkontrolliert teilen und proliferieren, und somit in einem hoheren Malde
von ihrer HomoOostase abhangen als gesunde, differenzierte Zellen, macht das
Proteasom zu einem neuen alternativen Angriffspunkt in der onkologischen Forschung.
Es wurde fur verschiedene Tumoren postuliert, dass deren erhdohte Proteasomaktivitat
nicht ausschliel3lich reaktiv ist, sondern teilweise auch mit der eigentlichen
Pathogenese der Erkrankung in Zusammenhang steht [20].

4.2 Proteasominhibitoren: Wirkung und Einsatzgebiet

Nach der Entdeckung des ersten Proteasominhibitors, dem naturlich vorkommenden
Lactacystin, einem Metaboliten von Streptomyces aus der Gattung der Actinobacteriae,
[31, 153] wurden sukzessiv potentere Proteasominhibitoren synthetisiert: Erst
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Substanzen aus der Familie der Peptidaldehyde wie MG-132, spater dann
Peptidboronate wie MG-262, zu denen auch Bortezomib (PS-341) gehort, welches
sowohl beim multiplen Myelom (seit 2003) als auch beim Mantelzelllymphom (seit 2006)
in der Zweitlinientherapie zugelassen ist. Es inhibiert in unterschiedlichem Male alle
drei proteolytischen Untereinheiten des Proteasoms: Die trypsindhnliche, die
caspaseahnliche und in besonderem Mal3e die chymotrypsindhnliche Aktivitat [34]. Wie
sich diese Hemmung im Weiteren auswirkt, ist nur zum Teil bekannt. So wurde jedoch
bei beiden Erkrankungen beispielsweise eine konstitutiv erhohte Aktivitat des
antiapoptotischen Transkriptionsfaktors NF-kB beschrieben, welche im Zuge der
Proteasominhibition mit Bortezomib in vitro effektiv reduziert werden konnte [39, 154].
Auch der universelle CDK-Inhibitor p21, welcher eine wichtige Rolle bei der Regulierung
und Inhibition des Zellzyklus Ubernimmt, wurde nach Proteasominhibition bei MM und
MCL stabilisiert [39, 40]. In diesen Experimenten konnten sowohl Zellzyklus-Arrests
beobachtet, als auch spezifisch Apoptose in den MM- und MCL-Zellen eingeleitet
werden. Entscheidend war jedoch das Uberwinden von Resistenzen gegenlber
klassischen Chemotherapeutika durch Proteasominhibition [38]. Mittlerweile ist
Bortezomib (Velcade®) ein wichtiger Bestandteil der Therapie beim MM, sowohl in der
initialen Behandlung, als auch in der Rezidivtherapie [50]. Doch das Auftreten Dosis
limitierender Toxizitaten und Nebenwirkungen wie Thrombozytopenie, Neutropenie und
Polyneuropathie ist klinisch relevant und deutet darauf hin, dass neuere, weniger
toxische Proteasominhibitoren vorteilhaft waren.

Die Arbeitsgruppe um Professor Kloetzel vom Institut fir Biochemie der Charité hat in
Zusammenarbeit mit der TU Darmstadt eine ganze Reihe neuartiger
Proteasominhibitoren entworfen und synthetisiert. BSc2118 ist die am meisten Erfolg
versprechende dieser Substanzen, welche Derivate des MG-132 sind. Es handelt sich
dabei um ein tripeptidisches Aldehyd, welches reversibel an das Threonin aller drei
aktiven Zentren des Proteasoms bindet [60]. In in vitro Versuchen an Zervixkarzinom
(HeLa) — wund Melanom (MeWo) - Zellinien wurde seine spezifische
Proteasomhemmung und Antitumoraktivitat gezeigt [61]. Wie diese Substanz auf Zellen
hamatologischer Malignome wirkt, war bis zu diesem Zeitpunkt jedoch noch nicht

erforscht worden, und daher Thema dieser Arbeit.
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4.3 Antiproliferative Wirkung des BSc2118

In der vorliegenden Arbeit wurde die antiproliferative Wirkung des BSc2118 an Myelom-
und Mantelzellen mittels MTT-Test ermittelt. Es konnte sowohl bei allen eingesetzten
transformierten MM-Zelllinien (OPM-2, U-266 und RPMI-8226), als auch bei den
primaren MC ein wachstumshemmender und die Viabilitat der Zellen
beeintrachtigender, dosisabhangiger Effekt des BSc2118 nachgewiesen werden.
Anhand der erhobenen Daten wurden die |Cso-Werte fur die einzelnen Zellpopulationen
berechnet. Bei den Myelomzelllinien betrug dieser Wert im Durchschnitt 135 nM (52-
287). Bei den primaren MC lag der durchschnittiche Wert des BSc2118 mit 305 nM
(264-370) Uber dem der Zelllinien. Die Sensitivitat variierte interessanterweise nicht
ausschlaggebend in Abhangigkeit des Auftretens der Translokation t(4;14). Dies ist
klinisch von Interesse, da t(4;14) ein ungunstiger Prognosefaktor beim MM ist (Keats JJ
et al. 2006 [85]), und mit verringertem Uberleben sowohl bei konventioneller als auch
bei Hochdosistherapie einhergeht.

Auch bei den MCL-Zelllinien JeKo-1, HBL-2 und Granta-519 konnte dem BSc2118 ein
starker dosisabhangiger antiproliferativer Effekt nachgewiesen werden. Der
durchschnittliche 1Cso-Wert fur BSc2118 betrug 158 nM (82-262). Primare MCL-
Lymphozyten zur Bestatigung der Resultate an den Zellreihen standen leider nicht zur
Verfugung.

Ahnlich wie in der Arbeit von Mtynarczuk-Biaty et al. an primaren Fibroblasten, konnte in
dieser Arbeit durch MTT-Toxizitatsversuche an Lymphozyten-angereicherten MNC
gesunder Spender nachgewiesen werden, dass der Proteasominhibitor BSc2118 eine
tumorselektive Toxizitat besitzt [61]. Tatsachlich lag der 1Cso-Wert der Lymphozyten
deutlich Uber 1000 nM, und somit weit oberhalb des Wertes aller getesteten
transformierten Zellen. Damit konnte nachgewiesen werden, dass gesunde Zellen zwar
durch fur maligne Zellen letale Dosen vorubergehend gehemmt, jedoch nicht
apoptotisch werden [155].

61



4.4 Proapoptotische Wirkung des BSc2118

In weiterfUhrenden Untersuchungen wurde als nachstes die Fahigkeit des BSc2118 zur
Apoptoseinduktion untersucht. Nach 48 h Inkubation mit dem jeweiligen halben, ganzen
und funffachen ICso-Wert fir BSc2118 konnte anhand des Annexin V-Tests bei allen
MM- und MCL-Zelllinien gezeigt werden, dass BSc2118 spezifisch Apoptose induziert,
und die Apoptose-Rate dosisabhangig ist. Dieser Effekt lie3 sich bei den Myelom-
Versuchen an primaren Zellen der Patienten 1 und 2 bestatigen: Hier wurden die
angewandten Dosen (50 nM, 100 nM und 500 nM) durch Erfahrungswerte ausgewahlt,
da die ICsp-Werte fur die jeweiligen Primarzellen naturlich nicht bekannnt waren. Wie
auch schon in den MTT-Versuchen wurde auch hier die Aktivitat des BSc2118, und
damit dessen proapoptotische Wirkung, offensichtlich nicht durch das Auftreten des
prognostisch ungunstigen Faktors t(4;14) beeintrachtigt. Die Dosis von 500 nM, die
etwa der doppelten ICso Dosis entsprach, konnte bei den Zellen der Patienten 1 und 2,
unabhangig vom chromosomalen Status, eine Apoptoserate von >80% (89% und 82%)

erzielen.

4.5 BSc2118 induziert G2/M-Zellzyklus-Arrest

Vergleichbar zu vorherigen Versuchen mit BSc2118 in anderen in vitro Tumormodellen,
wurde die Substanz auch in dieser Studie auf ihre Fahigkeit, Zellzyklus-Arrest
auszulosen, getestet. In MeWo Melanom-Zellen etwa, bewirkte es einen deutlichen
G2/M-Arrest nach 24 h und 48 h Inkubation [61]. In dieser Arbeit konnte ein solcher
G2/M-Arrest fur alle MM-Zellreihen zeigt werden. Bereits nach 24 h Inkubation bei dem
jeweiligen zelllinienspezifischen 1Cso-Wert war dieser Effekt deutlich nachweisbar. Bei
den Myelomzelllinien belief sich die G2/M-Zuwachsrate nach Inkubation im Vergleich
zum Kontrollansatz auf durchschnittlich 25% (10-36) nach 24 h. Unter vergleichbaren
Bedingungen wurde auch bei den MCL-Zelllinien ein Zellzyklus-Arrest durch Einwirken
von BSc2118 demonstriert; im Schnitt wurde ein Zuwachs von 15% (13-16) gemessen.
Diese Daten stehen somit in Einklang mit jenen zu Bortezomib in MM-Zelllinien, wo
gezeigt wurde, dass die Substanz trotz erfolgtem Zellzyklus-Arrest in der Lage war

diesen zu durchbrechen und Apoptose auszulésen [38].
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4.6 Hemmung spezifischer Zellzyklus regulierender Proteine

Zusatzlich zu den Zellzyklus-Versuchen wurden alle Zelllinien auf die Expression des
Zellzyklus regulierenden CDK-Inhbitors p21 hin gepruft. In geringerer Konzentration
stabilisiert p21 zwar Cyclin D/CDK4-Komplexe und fordert damit die Progression der
Zelle wahrend des Zellzyklus [26]. Wird es jedoch starker exprimiert, beispielsweise
nach Induktion durch den Tumorsuppressor p53, so Ubernimmt es eine stark
hemmende Funktion auf anwesende Cyclin/CDK-Komplexe, wodurch der Zellzyklus
zum Erliegen kommen kann. Aul3erdem ist bekannt, dass p21 auch eine Verbindung mit
dem DNA-Polymerase-0-Elongationsfaktor Proliferating Cell Nuclear Antigen (PCNA)
eingehen kann, wodurch dessen Funktion bei der DNA-Replikation, nicht jedoch der
DNA-Reparatur, gehemmt wird. Der Zellzyklus-Regulator p21 Ubt somit auf zwei
Ebenen einen antiproliferativen und Zellzyklus hemmenden Effekt aus [26]. In den
vorangehenden Versuchen konnte demonstriert werden, dass in allen MM- und MCL-
Zelllinien p21 schon nach 8 h Inkubation mit BSc2118 durch dessen
proteasominhibitorische Wirkung vermindert abgebaut und somit stabilisiert wird.
Tatsachlich konnten in den Zellzyklus-Versuchen, nach 24 h Inkubation mit BSc2118,
G2/M-Arrests dargestellt werden, und somit die Zellzyklus hemmende Wirkung des
BSc2118 in den MM-Zellen und MCL-Zellen nachgewiesen werden. Die bekannteste
Zellzyklus hemmende Wirkung des p21 erfolgt Uber die CDK4/CDK6 und CDK2-
Inhibition in der G1-Phase, wodurch ein G1-Arrest ausgelost werden kann. P21 ist
jedoch auch in der Lage, indirekt die CDK1 (cdc2) zu hemmen [156]. CDK1 bildet
zusammen mit Cyclin B den, fur die Transition von der G2- in die M-Phase essentiellen,
Mitose-Promoting Factor (MPF), und ist dessen katalytische Untereinheit [157].
BSc2118 ubt daher seinen Zellzyklus hemmenden Effekt in der G2/M-Phase des
Zellzyklus wahrscheinlich via p21 durch Hemmung des MPF aus. Diese Hypothese
wurde auch die aus den Zellzyklus-Versuchen gewonnenen Daten mit BSc2118

stutzen.

Cyclin D1 spielt beim Mantelzell-Lymphom schon bei der Diagnostik eine wichtige Rolle.
Denn der Nachweis der Translokation t(11;14)(q13;932) bei malignen Zellen eines
Patienten deutet mit recht hoher Wahrscheinlichkeit auf eine MCL-Erkrankung hin, fur
die diese chromosomale Aberration typisch, und gleichzeitig fiir die Uberexpression des
Cyclin D1 verantwortlich ist. Es konnte gezeigt werden, dass Cyclin D1 in MCL nicht nur
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Uberexprimiert wird, sondern auch den CDK-Inhibitor p27 sequestriert, wodurch dieser
nicht mehr in der Lage ist, an der Modulierung der Zellzyklus-Aktivitat durch Inhibition
des Cyclin E/CDK2-Komlexes teilzunehmen [126]. Tatsachlich gelang es in der
vorliegenden Arbeit in den Western Blot-Analysen eine Abnahme des Uberexprimierten
Cyclin D1 in den drei MCL-Zelllinien JeKo-1, HBL-2 und Granta-519 nach Behandlung
mit BSc2118 darzustellen. Anders als im Falle des p21, durfte diese Veranderung
zumindest teilweise indirekt, durch die inhibitorische Wirkung der Proteasominhibition
auf die NF-kB Aktivitat zustande kommen. Denn NF-kB ist bekannt dafir, auch ein
Transkriptionsfaktor fur das Cyclin D1 kodierende Gen CCND1 zu sein. Wird das NF-kB
jedoch daran gehindert, in den Zellkern zu wandern, so schlagt sich dies
dementsprechend auch in einer Abnahme der Cyclin D1-Expression nieder [158].
Folglich tragt BSc2118 dazu bei, die durch die Cyclin D1 hervorgerufene, dysregulierte
Zellzyklus-Progression in MCL zu drosseln, und ubt zusatzlich Uber diesen indirekten

Mechanismus einen antiproliferativen Effekt auf die malignen Zellen aus.

4.7 BSc2118 verhindert die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB

Der Transkriptionsfaktor NF-kB wurde in den letzten Jahren intensiv erforscht. Man fand
heraus, dass es sich im Grunde nicht um einen Faktor, sondern eine Familie von
Dimeren aus der Rel/NF-kB Proteinfamilie handelt. Bei den S&ugetieren existieren die
Untereinheiten p50/p105 (NF-kB1), p65 (RelA), c-Rel, p52/p100 (NF-kB2) und RelB
[159]. Sie kommen als Homo- oder Heterodimere im Zytoplasma vor, und sind in ihrer
inaktiven Form an ein Inhibitorprotein aus der I-kB Familie (I-kBa; I-kBf3, I-kBy, Bcl-3,
p105 und p100) gebunden [160]. Erstaunlich ist die Fulle an Stimuli, welche die NF-kB
Aktivierung auslosen konnen. Unter anderem konnen Zytokine (TNFa, IL-1, IL-2),
bakterielles Lipopolysaccharid (LPS), virale Infektionen (HIV-1, HTLV-1, HBV, EBV),
bestimmte chemische Verbindungen wie Phorbolester, aber auch UV- und
Rontgenstrahlung die Aktivierung in Gang setzen [161]. Beim Myelom wurde
herausgefunden, dass die auto- und parakrine Sekretion von TNFa durch die
Plasmazellen selbst, sowie durch das Mikromilieu, fur eine erhdhte Aktivitat des NF-kB
sorgt [94]. Deshalb wurde bei den hier durchgefuhrten Versuchen auch TNFa zur
Aktivierung des NF-kB Weges in den Zellen verwendet [101]. Es wurde gezeigt, dass
zur Aktivierung und Freisetzung des NF-kB der |-kB Kinase Komplex (IKK) das I-kB
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phosphorylieren muss, wodurch dieses polyubiquitiniert und Uber das Ubiquitin-
Proteasom-System abgebaut wird [162]. Identifizierte Zielgene des NF-kB kodieren
unter anderem antiapoptotische Proteine (BCL-xL), Wachstumsfaktoren (IL-6; VEGF),
Adhasionsmolekule (ICAM-1, VCAM-1), Substanzen, die fur die Invasion (CXCR4) und
Metastasierung relebant sind (MMP 2 und 9), sowie Zellzyklus-Molekule (Cyclin D), die
wiederum das Tumorwachstum fordern [163]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass in den MM-Zelllinien OPM-2 und RPMI-8226 eine Induktion des NF-kB Weges
durch TNFa mdoglich ist, und die NF-kB Aktivitat durch Proteasominhibition stark
vermindert werden kann. In diesen Modellen scheint NF-kB somit eine Rolle in der
Neutralisierung proapoptotischer Stimuli darzustellen. Bei den ebenso wenig
stimulierbaren Mantelzellen kdnnte dies dahergehend zu erklaren sein, dass eventuell
TNFa nicht das optimale Stimulans darstellt. Es ist bekannt, dass in Mantelzell-
Lymphomzellen Gene, welche mit den TNF- und NF-kB-Signalwegen verwandt sind,
haufig aktiv sind [164]. Inwiefern sie jedoch auch den TNF-Rezeptor TNFR1 besitzen,
wurde von uns nicht erforscht. Andere Forscher konnten jedoch in Mantelzell-
Lymphomzellen mehrerer Patienten keine Aktivitat des Genes fur TNFR1 nachweisen
[165]. Da in den hier durchgefuhrten Versuchen jedoch eine Grundaktivitat gemessen
wurde, und diese auch hemmbar war, scheint auch in den hier eingesetzten Zelllinien
der NF-kB Weg zumindest teilweise dem Uberleben der Mantelzellen zutraglich zu sein.
Dies wurde auch die Ergebnisse anderer Forschungsgruppen bestatigen. So haben
Pham et al. eine erhdhte NF-kB Grundaktivitat in MCL-Zelllinien (Mino und DB) und
primaren MCL-Zellen gemessen. Nach Gabe von Bortzomib konnten sie auch eine
verminderte Expression von Cyclin D nachweisen [39].

4.8 Direkte Hemmung des Proteasoms durch BSc2118

In den abschlieRenden Versuchen zur Proteasominhibition wurden die
Proteasomkomplexe in den Zellextrakten, die aus den behandelten Zelllinien
gewonnenen wurden, durch BSc2118 dosisabhangig und spezifisch gehemmt: Mit
zunehmender Dosis BSc2118 lagen die ermittelten Fluoreszenz-Werte niedriger als bei
dem jeweiligen Kontrollansatz. Dies bedeutet, dass die gewonnenen Proteasom-
Komplexe zu einem Anteil aktiv durch BSc2118 gehemmt waren. Bei der applizierten
Dosis von maximal 1000 nM lag die ermittelte Proteasomaktivitat bei allen MM-Zelllinien
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(OPM-2: 24%; U-266: 27%; RPMI-8226: 32%) und auch bei den primdren MC von
einem Patienten (32%) unter einem Drittel der Ausgangsaktivitaten. Auch bei allen
MCL-Zelllinien konnte bei der Maximaldosis 1000 nM eine Senkung der
Proteasomaktivitaten auf weniger als ein Drittel der Kontrollaktivitat erzielt werden.
Diese Versuche bestatigen somit, dass der getestete Inhibitor spezifisch das
Proteasom der Zellen hemmt, wodurch der Wirkmechanismus der Substanz bei MM-
und MCL-Zellen nachgewiesen ist.
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5 Zusammenfassung

Zusammenfassend konnten wir in der vorliegenden Arbeit zeigen, dass BSc2118 Anti-
Tumor Effekte in vitro besitzt. Sowohl in den Myelomzelllinien, den primaren MC als
auch in den Mantelzelllymphom-Zelllinien konnte dosisabhangig das Zellwachstum
gehemmt und Apoptose herbeigefuhrt werden. In den MC war dieser Effekt von dem
Auftreten der ungunstigen zytogenetischen Aberration t(4;14) unabhangig. In
Proteasominhibitionstests konnte bei allen Zelllinien gezeigt werden, dass die Substanz
spezifisch eine Hemmung des Proteasoms induziert. Der Apoptoseinduktion ging die
Inhibition der NF-kB-Aktivierung, sowie die Stabilisierung des Zellzyklus regulierenden
Proteins p21 und ein Zellzyklus-Arrest voraus. Bei den Mantelzelllinien konnte
zusatzlich noch eine Abnahme des antiapoptotischen Proteins Cyclin D1 nachgewiesen
werden. Die toxische Dosis BSc2118 in den MNC aus peripherem Blut gesunder
Probanden war um ein Mehrfaches hoher als die toxischen Dosen in den
transformierten Zellen, was auf eine gute therapeutische Breite der Substanz hindeutet.
Diese Daten bilden die Grundlage fur weiterfuhrende Untersuchungen in vivo.
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6 Verzeichnis der verwendeten Abkiirzungen

Sofern die im Text verwendeten Abklurzungen nicht dem Sl-Basiseinheitensystem,
dessen abgeleiteten Einheiten, sowie dem Periodensystem der Elemente angehoren,
sind sie hier aufgelistet.

% Prozent

Abb. Abbildung

AK Antikorper

APS Ammoniumperoxydsulfat
Aqua dest. Aqua destillata
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BMPC Bone Marrow Plasma Cells
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BSA Bovines Serumalbumin

BTZ Bortezomib
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"Mein Lebenslauf wird aus datenschutzrechtlichen Griinden in der elektronischen
Version meiner Arbeit nicht veroffentlicht.”
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