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1.0 EINLEITUNG

1.1. Das Multiple Myelom

Das Multiple Myelom (MM) ist eine maligne, lymphatische B-Zell-Neoplasie (hach WHO-
Klassifikation zugehorig den B-Zell-Lymphomen) und mit einer altersadjustierten Inzidenz
von 4/100.000/Jahr in Mitteleuropa die zweithdufigste hdmatologische Krebserkrankung
(Sirohi and Powles, 2004). Die Inzidenz steigt im Alter stark an, so dass 75% der Patienten
bei Erstdiagnose tiber 60 Jahre alt sind. Die mediane Uberlebenszeit fir am MM erkrankte
Personen betragt etwa 3-4 Jahre bzw. bei einer Hochdosis-Chemotherapie etwa 5 Jahre
(Kyle and Rajkumar, 2004). Die Kombination aus Hochdosis-Chemotherapie und
autologer Stammzellentransplantation verbessert das ,,Gesamt-Uberleben” (overall
survival) im Patientenkollektiv zusétzlich (Child et al., 2003).

Charakteristischn kommt es durch eine diffuse oder multilokuldre Infiltration des
Knochenmarks durch klonale Plasmazellen zu einer Insuffizienz der Hamatopoese und zu
Osteolysen. Die meisten Plasmazellklone produzieren im Serum und/oder Urin
nachweisbare monoklonale Immunglobuline (komplette Immunglobulinmolekiile, meist
vom Typ IgG oder IgA, und/oder Immunglobulin-Leichtketten). Eine Ausnahme bildet das
sogenannte asekretorische multiple Myelom (2-3% der Félle).

Abzugrenzen sind die ,,monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz*“ (MGUS) und das
»,Smoldering myeloma®“. Mit dem Begriff ,,monoklonale Gammopathie unbestimmter
Signifikanz* wird eine in der Regel zum Zeitpunkt der Feststellung asymptomatische
Plasmazelldyskrasie bezeichnet, charakterisiert durch einen Konzentrationsanstieg eines
monoklonalen Immunglobulins (auch Paraprotein/M-Protein genannt) (< 30g/L), jedoch
ohne eine zusatzlichen Symptomatik wie Osteolysen (International Myeloma Working
Group, 2003). Diese MGUS hat eine Préavalenz von ca. 3,2% bei den (ber 50 Jahrigen und
geht mit einer Haufigkeit von etwa 1% pro Jahr in eine maligne B-Zell- Erkrankung (meist
ein multiples Myelom) tber (Kyle, 1978).

Das ,,smoldering myeloma®, manchmal auch als asymptomatisches MM bezeichnet, geht

mit einem Immunglobulinanstieg von >3g/dl und einer Plasmazellinfiltration im



Knochenmark von >10% einher, jedoch unter Ausbleiben weiterer Symptomatik wie
Andmie, Osteolysen u.a. (Durie et al., 2006).

Zu den Sonderformen des MM zdhlen das solitare Plasmozytom (medullér/extramedullar),
das indolente Myelom, die Plasmazell-Leuk&mie, das osteosklerotische Myelom (POEMS-
Syndrom) sowie die sogenannte Schwerkettenkrankheit.

Trotz  neuer  Therapiekonzepte, wie z.B. die dosisreduzierte, allogene
Stammzelltransplantation von Knochenmarksstammzellen, die es ermdglicht, die
therapiebedingte Morbiditat und Mortalitat deutlich und nachhaltig zu senken sowie das
remissionsfreie Uberleben der Patienten zu verlangern, sind die Behandlungen des MM
weiterhin verbesserungswiirdig (Kroger et al., 2002b, Kroger et al., 2002a, Kroger et al.,
2004).

1.2.  Atiologie

Die atiologischen Grundlagen des Multiplen Myeloms konnten bisher nicht eindeutig
geklart werden. Eine familidre Haufung wird beschrieben (Chang et al., 2005), wobei
noch nicht geklart werden konnte, inwieweit erbliche Faktoren wie HLA-
Merkmalsdifferenzen, Verdnderungen in der Erbinformation oder spezielle Zytokin-
/Hormon-Antworten zur Entstehung der Pathologie des MM beitragen (Durie, 2004).

Eine hohere Inzidenz unter den Berufsgruppen der Waldarbeiter sowie bei Beschéftigten in
der Zellstoff- und Papierverarbeitung und im Druckereigewerbe lassen zudem an Ursachen
bzgl. spezifischer beruflicher Exposition gegenuber unklarer Noxen denken (Mester, 2006)
Als sichere Risikofaktoren sind eine vorbestehende , monoklonale Gammopathie
unklarerer Signifikanz* sowie ein ,,smoldering myeloma“ zu betrachten (Rajkumar, 2005,
Kyle, 2007).

Hohe Strahlenbelastung in jungen Jahren, wie sie im Zusammenhang mit
Atombombentests beobachtet wurden, scheinen das Risiko der Entstehung einer MGUS zu
erhéhen (Kyle and Kumar, 2009).

Auch Pestizide sollen eine atiologische Bedeutung bei der Entstehung einer MGUS haben.
Eine Studie konnte eine erhohte Erkrankungswahrscheinlichkeit bei entsprechend beruflich

exponierten Personen nachweisen (Landgren et al., 2009).



Die offensichtlich multifaktorielle Genese der Atiologie des MM veranlasste die
International Myeloma Foundation (IMF) zur Anlage einer Datenbank, welche
Patientendaten zentral speichert und diese u.a. fir epidemiologische Studien der Forschung
zur Verfugung stellt (Durie, 2004, Durie, 2007).

1.3. Pathogenese
Auch die Pathogenese des MM ist weitgehend ungeklart. Als einer der ersten Schritte in

der Entwicklung zum MM wird das Aufkommen einer beschrankten Anzahl von klonalen
Plasmazellen, klinisch unter dem Begriff MGUS gefuhrt, diskutiert (Kyle et al., 2002).
Patienten mit MGUS haben weder Symptome noch Zeichen einer Organschadigung,
jedoch zeigt sich ein kumulatives, jéhrliches Risiko von 1% fiir eine Progression zum MM
oder einer verwandten, malignen Entartung (Kyle et al., 2002).

Es zeigt sich, dass etwa 50 % dieser Patienten Translokationen in ihrem Genom aufweisen,
die im codierenden Bereich der schweren Ketten der Immunglobuline liegen. Insbesondere
bezogen auf Chromosom 14q32 sowie optional bei einem von finf Partnerchromosomen,
namentlich 11913 (CCND1), 4p16.3 (FGFR und MMSET), 6p21 (CCND3) 16923 (cmaf),
und 20q11 (mafB) (Kuehl and Bergsagel, 2002) (Seidl et al., 2003).

Der Progression der MGUS zum MM sollen dabei komplexe, genetische Prozesse in den
neoplastischen Plasmazellen zugrunde liegen (Kuehl and Bergsagel, 2002).

Zusatzlich kommt es zu Verdnderungen im Knochenmarksmilieu, zu einer Induktion der
Angiogenese und einer Suppression zellvermittelter Immunitét sowie Verénderungen bei
der Zytokinexkretion, u.a. Interleukin 6 und ,,vascular endothelial growth factor* (VEGF)
betreffend (Hideshima and Anderson, 2002) (Rajkumar et al., 2002b). VEGF z.B. fihrt zu
einer Stimulation der IL-6-Produktion in den Stromazellen des Knochenmarks. In
Kombination mit IL-6 wird VEGF eine wesentliche Beteiligung an Forderung und
Aufrechterhaltung von Tumorwachstum, Angiogenese sowie bei der Unterdriickung
medikamenteninduzierter Apoptose zugesprochen (Dankbar, 2000). Wahrend IL-6 bei
gesunden Probanden zur Enddifferenzierung von B-Vorlduferzellen dient, hat dieser Faktor
bei am MM erkrankten Patienten einen proliferationsférdernden Effekt auf die maligne
Zelle (Klein, 1995).



1.4.  Klinik & Diagnostik

Die Diagnose des Multiplen Myeloms ist erschwert durch eine verhadltnismaRig
unspezifische Frihsymptomatik. Miudigkeit, Rlckenschmerzen und wiederkehrende
Infektionen zahlen dazu (Kyle et al., 2003).

Rickenschmerzen bei Infiltration der Wirbelkdrper und pathologische Frakturen gehéren
zu den haufig anzutreffenden Symptomen. Radiologisch imponieren dabei herdférmige
Osteolysen, im Sinne entkalzifizierter Regionen/Herde an markhaltigen Knochen,
gelegentlich auch am Schédelknochen, was dem sogenannten ,,Schrotschussschadel
entspricht. Auch Zeichen einer Osteoporose mit  entsprechenden Frakturen sind
radiologisch nachweisbar.

Als Ursache fur die Knochenlasionen wird eine Zunahme der Expression von ,,receptor
activator of nuclear factor kB (NFkB) ligand* (RANKL) und einer Expressionsminderung
des antagonistisch wirkenden Rezeptors ,,Osteoprotegerin“ diskutiert (Roodman, 2002).
Diese Verschiebung im Expressionsverhéltnis von RANKL zu Osteoprotegerin fihrt zu
einer Aktivierung der Osteoklasten und konsekutiv zu einem vermehrten Knochenabbau.
Diese Uberexpression von RANKL wird zu einem Teil auf die Freisetzung von
,macrophage inflammatory protein lo* aus Myelomzellen zuriickgefiihrt (Abe et al.,
2002). Diese Storung des Knochenstoffwechsels kann zusatzlich eine Hyperkalzémie mit
einer daraus resultierenden Symptomatik begriinden.

Auch Anamien sind gehauft zu beobachten. Typische Symptome einer Begleitsymptomatik
wie z.B. Mudigkeit und Abgeschlagenheit sind haufig in einer Anamie begrundet (Kyle,
2002).

Anzutreffen sind auch Zeichen einer Niereninsuffizienz, praferenziell Multiple Myelome
mit einer Sekretion von IgD- oder den Ig-Leichtketten (die sogenannten ,,Bence Jonce
Proteine*) korrelieren mit einem erhéhten Risiko fur eine ,,Myelomniere®, bei der es zu
einer fortschreitenden Nierenfunktionsstérung kommt. Hyperkalzdmie und das
Hyperviskositdtssyndrom  konnen  die  Nieren  zusatzlich  schédigen.  Das
Hyperviskositatssyndrom basiert auf einer gesteigerten Immunglobulinproduktion

monoklonaler und somit nicht funktionaler Immunglobuline. Diese erhohten



Konzentrationen von Immunglobulinen kdnnen Gber eine Zunahme der Blutviskositat zu
Perfusionsstorungen bis hin zu Gefalverschlissen fuhren. Besonders haufige, organische
Manifestationen dessen zeigen sich am Auge, Gehirn, Herz und Nieren.

Der gesteigerten Infektanfélligkeit liegt eine relative Hypogammaglobulinamie der
Gesamtimmunglobuline zugrunde (Kyle, 2002).

Sowohl bei asymptomatischen als auch symptomatischen Patienten kénnen sich in der
Labordiagnostik eine erhebliche Steigerung der Blutsenkungsgeschwindigkeit, eine
unklare Anamie und/oder ein sogenannter M-Gradient, der einer Uberexpression eines
monoklonalen  Immunglobulins  (Ig) entspricht, sowie bei Vorliegen eines
leichtkettenproduzierenden Multiplen Myeloms eine Proteinurie zeigen. Dieses
monoklonale Ig kann in der Serumeiweil3elektrophorese lediglich bei 82% der Erkrankten
nachgewiesen werden, mittels Serumimmunfixation bei 93%; eine Kombination von
Serum- und Urin-Proteinimmunfixation erhéht die Sensitivitdt auf 97% (Kyle et al.,
2003).

Als diagnostische Kriterien fir ein Multiples Myelom sind zu betrachten (Durie et al.,
2003) :

* Mehr als 10% Plasmazellen im Knochenmark (in der Knochenmarkaspirationszytologie)
und/oder Nachweis eines Plasmozytoms (in histologisch aufgearbeitetem Biopsat). Beli
asekretorischer Erkrankung sind mehr als 30% Plasmazellen im Knochenmark gefordert
* im Serum und/oder Urin nachweisbares monoklonales Protein (nachgewiesen mit der
Immunfixations-Elektrophorese)
« Das Vorliegen einer/von:

- Hyperkalzamie und/oder

- Niereninsuffizienz (ein Kreatininwert von mehr als 173 mmol/l bzw. mehr als 2
mg/dl) und/oder

- Anamie (Hb-Wert kleiner als 10 g/dl oder 2 g/dl unter der Norm) und/oder

- Knochenlésionen (bei solitdrer Osteolyse sind mehr als 30% Plasmazellen im

Knochenmark  gefordert, bei  Osteoporose ist der Nachweis von

Wirbelkdrperfrakturen gefordert)



Zur Stadieneinteilung wird das Schema nach Durie und Salmon verwendet (Durie and
Salmon, 1975).

Stadium 1: Alle folgenden Kriterien sind erfillt:

Hamoglobin >10 g/dl

Serumkalzium normal

normale Knochenstruktur oder nur ein solitarer Herd (Rontgen)
niedrige Myelomproteinkonzentration:

a) 1gG < 50 g/l (Serum)

b) 1gA <30 g/l (Serum)

c) Bence-Jones-Protein < 4 g/24 h (Urin)
Stadium I1: Weder Stadium I noch Stadium I11
Stadium I11: Mindestens eines der folgenden Kriterien ist erfallt:

e Hamoglobin <8,5 g/dI

o Serumkalzium erhoht

« fortgeschrittene Knochenl&sionen
o hohe Myelomproteinkonzentration:

a) IgG > 70 g/l (Serum)

b) 1IgA > 50 g/l (Serum)

c) Bence-Jones-Protein > 12 g/24 h (Urin)

Zusatz: ,,A“ = normale Nierenfunktion
,.B““ = eingeschrankte Nierenfunktion (Kreatinin > 173 mmol/l)

Diese Einteilung soll eine grobe Abschatzung der Tumormasse zum Diagnosezeitpunkt

gestatten und besitzt gleichfalls eine prognostische Wertigkeit.
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Ebenso zur prognostischen Einschatzung dient das ,,International Staging System* (ISS),
welches eine einfache, valide und reproduzierbare 3-Stufen-Klassifizierung erlaubt.
Stadium I ist definiert als eine f2- Mikroglobulinkonzentration kleiner als 3,5 mg/l und
einem Serumalbumin gréRer 3,5 g pro 100 ml und zeigt ein medianes Uberleben von 62
Monaten, Stadium |1 ist per Definition weder Stufe | noch Stufe 111 und zeigt ein medianes
Uberleben von 44 Monaten, Stufe III ist definiert als eine p2- Mikroglobulinkonzentration
gréBer 5,5 mg/l und entspricht einem medianen Uberleben von 29 Monaten (Greipp et al.,
2005).

Erworbene chromosomale Veranderungen zeigten zusétzlich signifikante Auswirkungen
auf die Uberlebenszeit von Patienten, die am MM erkrankten. Eine schlechte Prognose z.B.
zeigt sich bei Translokationen sowie Deletionen, die fur die schweren Ketten der Ig
kodieren. Namentlich sind dies t(4;14), t(14;16), t(14;20) sowie Deletion 17p13 oder
Deletion 13. Im Gegensatz dazu zeigen sich eine deutlich bessere Prognose bei
Anwesenheit von t(11;14) und t(6;14) sowie bei einer Hyperdiploidie (Gertz et al., 2005)
(Zhan et al., 2006) (Avet-Loiseau et al., 2007). In einer groRBen Studie zeigte sich die
prognostische Wertigkeit von der Deletion 13 in einer deutlichen Assoziation mit t(4;14)
und Deletion 17p13. Patienten ohne eine t(4;14) und Deletion 17p13 und einer niedrigen
B2- Mikroglobulinkonzentration hatten eine ausgezeichnete Prognose mit einem 4-
Jahresgesamtiiberleben von 83%; Patienten mit nur einer Veranderung entweder bei t(4;14)
oder Deletion 17p13 oder einer hohen B2-Mikroglobulinkonzentration hatten eine maRige
Prognose; wéhrend Patienten, die Verénderungen bei t(4;14) als auch Deletion 17p13
sowie eine hohe P2-Mikroglobulinkonzentration aufwiesen, lediglich eine mediane
Uberlebenszeit von 19 Monaten zeigten (Avet-Loiseau et al., 2007).

Unter differentialdiagnostischen Gesichtspunkten sollte an MGUS, andere Lymphome mit
monoklonalen Proteinen (z.B. Morbus Waldenstrom) sowie andere Tumore mit Osteolysen

bei monoklonaler Gammopathie gedacht werden.
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1.5. Therapie & neue Therapieansatze

Die Behandlungsindikation beim Multiplen Myelom ist sowohl stadien- (nach Durie und
Salmon, s.0.), verlaufs- als auch symptomabhangig. Eine Therapieindikation wird in
diesem Kontext bei symptomatischer Erkrankung gestellt mit z.B. symptomatischer
Knochendestruktion, Anamie, renaler Insuffizienz und Hyperkalzd&mie (CRAB-Kriterien)
(Palumbo and Rajkumar, 2009).

Sowohl bei asymptomatischem jedoch rasch progredienten Verlauf als auch bei drohenden
Komplikationen besteht eine Behandlungsindikation. Als Stadium | klassifizierte Patienten
sind nicht behandlungsbedurftig, sofern Niereninsuffizienz, Hyperviskositatssyndrom,
Amyloidose sowie Neuropathie ausgeschlossen sind, bedurfen jedoch regelméaRiger
Beobachtung. Ab Stadium 11+ besteht dagegen eine Behandlungsindikation.

Es gibt keine Beweise fiir den Nutzen einer frilhen Therapie eines asymptomatischen
(smoldering) MM (Hjorth et al., 1993) (Grignani et al., 1996).

Es sind Behandlungsziele zu formulieren, dabei soll zwischen dem Ziel einer kompletten
Remission (CR) mit Blick auf eine Langzeitremission der Erkrankung sowie einer
partiellen Remission (PR) mit einer palliativen Zielsetzung (Verbesserung/Erhalt der
Lebensqualitat/VVerlangerung der Lebenszeit u.d.) differenziert werden.

Die Response-Kriterien der International Myeloma Working Group (IMWG) von 2006
sind wie folgt festgelegt worden:

Kriterien einer Komplettremission (CR):
e negative Immunfixation im Urin und Serum
o keine nachweisbaren Weichteilmanifestationen
o weniger als 5% klonale Plasmazellen im Blut.
Kriterien einer stringenten Komplettremission (SCR):
o Erflllung aller CR Kriterien

« normalisierter FLC-Quotient (,,free light chains®)
o immunhistochemisch kein Nachweis klonaler Plasmazellen im Knochenmark.

12



Kriterien einer sehr guten partiellen Remission (VGPR):

e Reduktion des Serum-M-Gradienten um > 90% und Urin-M-Proteins <100 mg/24 h
oder

e negative Serum-/Urin-Elektrophorese bei positiver Immunfixation.
Kriterien einer partiellen Remission (PR):

o Reduktion des Serum-M-Gradienten um > 50% und Reduktion des Urin-M-Proteins
>90% oder <200 mg/24 h. Ist kein M-Gradient bestimmbar, so kann eine PR
durch eine > 50% Reduktion der Differenz zwischen der beteiligten und der
unbeteiligten Leichtkette bestimmt werden. Ist weder M-Gradient noch FLC-Test
bestimmbar, so kann die PR durch eine > 50%-Reduktion der Plasmazellen im
Knochenmark bestimmt werden, sofern der Anteil der Plasmazellen im
Knochenmark vor Therapie > 30% gelegen war,

e Gropenreduktion von Weichteilmanifestationen > 50%.

Kriterien einer progredienten Erkrankung (PD):

In Relation zum niedrigsten Wert nach Therapie besteht eine progrediente Erkrankung bei
Anstieg um 25%

des Serum-M-Gradienten (Anstieg abs. > 0,5 g/100ml) und/oder

des Urin-M-Gradienten (Anstieg abs. > 200 mg/24h) und/oder

der Differenz zwischen der beteiligten und der unbeteiligten Leichtkette und/oder
der Plasmazellen im Knochenmark sowie bei

Auftreten neuer Knochenl&asionen/Weichteiltumoren oder deren signifikante
Vergrofierung

o Auftreten einer Myelom-bedingten Hyperkalzamie.

Kriterien einer stabilen Erkrankung (SD):

o weder sCR, CR, VGPR, PR oder PD.

Weiterhin wurden folgende Definitionen festgelegt:
Refraktares Myelom:

e Fortschreiten der Erkrankung unter Therapie oder
« innerhalb von 60 Tagen nach Therapie.

13



Minor response (MR) bei rezidivierten, refraktaren Myelomerkrankungen

Reduktion des Serum-M-Gradienten >25%, aber < 49% UND
Reduktion des Urin-M-Gradienten um 50-89% (>200mg/24h)
Grolenreduktion von Weichteilmanifestationen um 24-49%
keine Zunahme in Anzahl und GroRen von Osteolysen.

Ubergang in ein aktives Myelom bei bestehendem smoldering myeloma
e Kriterien der PD nach IMWG
oder

e positive CRAB-Kriterien oder
o Entwicklung extramedullarer Weichteilmanifestationen.

In diesem Zusammenhang sind auch die Therapiekonzepte zu sehen. So besteht zum einen
ein intensives Therapiekonzept, welches sich aus einer Initialtherapie und autologer bzw.
allogener Stammzellentransplantation zusammensetzt. Dem gegenuber steht ein palliatives
Therapiekonzept, welches auf Chemotherapie (+ supportive Therapie) aufbaut.

Die Einfihrung neuer Substanzen wie Thalidomide, Bortezomib and Lenalidomid fuhrten
zu Anderungen in den Empfehlungen beziiglich der Therapieregime des MM, da sie eine
hinreichende Effektivitat aufweisen konnten (Palumbo and Rajkumar, 2009). Thalidomid
und Lenalidomid haben antiangiogene Eigenschaften, stimulieren T-Zellen wie natirliche
Killerzellen und interferieren mit diversen Zytokinen, z.B. unterdriicken
Wachstumsfaktoren wie Interleukin-6 (IL-6), Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), inhibieren
die Zelladh&sion beim MM und unterdriicken VEGF, einen proangiogenetischen Faktor
(Corral et al., 1999) (Dredge et al., 2002).

Bortezomib, der erste Proteasomeninhibitor seiner Klasse, interferiert spezifisch mit den
26S Proteasomen, die verantwortlich sind fir den Abbau von Proteinen, welche
Funktionen in der Kontrolle der Transkription, des Zellzyklus und des Zellmetabolismus
haben (Mitra-Kaushik et al., 2004).

Kombinationen dieser Wirkstoffe mit Steroiden, Alkylatien und Anthrazyklinen haben

signifikant sowohl das Therapieansprechen als auch das progressionsfreie Uberleben
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verbessert. In einer groflen Gruppe neu diagnostizierter MM-Patienten zeigten sich keine
Verbesserungen des Gesamtiiberlebensrate in der Periode 1971 bis 1994, eine tendenzielle
Verbesserung in dem Zeitraum 1995-2000 und eine statistisch signifikante Verbesserung
in den 6 Jahren von 2001 bis 2006 (Kumar et al., 2008). Diese Daten suggerieren, dass die
autologe Stammzelltransplatation (ASCT) fir die Trendwende von 1995-2000
verantwortlich war, wahrend die neuen Substanzen zur deutlichen Verbesserung seit 2001
beitrugen.

Grundsatzlich lasst sich die Therapie des MM in eine Initial- und eine Erhaltungstherapie
aufteilen. Die Art und Weise der Initialtherapie ist dabei zusatzlich abhdngig von der
Eignung des Patienten fiir eine ASCT. Diese Eignung beruht primér auf den Faktoren
Alter, gesundheitlicher Status und Begleiterkrankungen.

Transplantationskanditaten bekommen typischerweise 2-4 Zyklen einer Initialtherapie vor
der Stammzellengewinnung. Die neueren Empfehlungen sehen als Initialtherapie eine
Kombination der bereits benannten neuen Substanzen vor (Cavo et al., 2005) (Rajkumar et
al., 2006), Bortezomib/Dexamethason (Bort/Dex) (Harousseau et al., 2006) und
Lenalidomide/Dexamethasone (Rev/Dex) vor (Rajkumar et al., 2005).

Nach 2-4 Zyklen werden Stammzellen des Patienten gewonnen und im Anschluss daran
eine Hochdosischemotherapie mit Melphalan (200 mg/m?) durchgefiihrt, gefolgt von einer
»Ruckfihrung“ der autologen Stammzellen, die ASCT im eigentlichen Sinne. Dieses
Procedere erhoht die Rate an kompletten Remissionen und verlangert die ,rickfallfreie®
Uberlebenszeit (Koreth et al., 2007).

Zusétzlich gibt es noch eine sogenannte Tandem-ASCT. Diese beinhaltet eine zweite
geplante ASCT, nachdem sich der Patient von der ersten ASCT erholt hat. Eingefiihrt
wurde sie von Barlogie und Kollegen zur Verbesserung der Rate der kompletten
Remissionen (Barlogie et al., 1997) (Barlogie et al., 1999). Die Rolle der Tandem-
Transplantation zeigt im randomisierten Vergleich keine einheitlichen Ergebnisse (Attal et
al., 2003).

Patienten, die fir eine ASCT aufgrund ihres Alters, eines schlechten Allgemeinzustandes
und diverser Begleiterkrankungen ungeeignet sind, erhalten eine Standardchemotherapie

mit alkylierenden Substanzen (Rajkumar et al., 2002a). Alternativ werden auch Schemata
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mit Melphalan/Prednison/Thalidomide sowie Melphalan/Prednison/Bortezomib bei &lteren
Patienten zunehmend angewandt (Palumbo and Rajkumar, 2009).

Die Frage nach der Notwendigkeit einer Erhaltungstherapie ist noch nicht abschlielend
geklart. In einer groRBen Studie wurden Patienten, die jlinger waren als 65 Jahre, bzgl. des
Erhalts keiner Erhaltungstherapie, Erhaltungstherapie mit Pamidronaten oder
Erhaltungstherapie mit Pamidronaten und Thalidomide miteinander verglichen. Die 4
Jahres Gesamtlberlebensrate und die 3 Jahre rickfallfreie Zeit waren in der
Thalidomidgruppe signifikant langer (Attal et al., 2007, Spencer et al., 2009)

Nahezu alle am MM erkrankten Patienten tragen das Risiko eines Krankheitsrezidives.
Sofern dieses langer als 6 Monate nach konventioneller Therapie auftritt, sollte die initiale
Therapie wieder aufgegriffen werden. Sollten autologe Stammzellen zu einem friiheren
Zeitpunkt konserviert worden sein, stellt auch eine ASCT eine adéquate Option dar (Gertz
et al., 1999). Hohe Ansprechraten bei Rezidiverkrankungen haben die Therapeutika
Vincristin, Doxorubicin und Dexamethason (Alexanian et al., 1992). Auch in der
Behandlung des Rezidives sind die neuen Substanzen zunehmend im Gebrauch.

Ebenfalls Anwendung in der Behandlung des MM findet die allogene
Stammzellentransplantation (AlloSCT). Hierbei werden Stammzellen eines HLA-
geeigneten Fremdspenders Ubertragen. Die AlloSCT zeigt im Vergleich zu allen anderen
Therapieformen die héchste Remissionsrate, inklusive Remission auf molekularer Ebene,
sowie das langste rezidivfreie Uberleben bei mehr als 30% der so Behandelten (Rabitsch et
al., 2004, Kroger et al., 2010, Corradini et al., 1999, Bensinger, 2004).

Bedauerlicherweise ist die AlloSCT auch mit der hochsten behandlungsassoziierten
Mortalitat verbunden, aufgrund der behandlungsassoziierten Endorganschéden sowie der
ungewollten ,,graft versus host disease“ (GVHD), eine immunologische Reaktion der
Spenderzellen gegen den Empfangerorganismus (Gahrton et al., 2001). Die Effizienz der
AlloSCT beruht auf der Kombination von einer Hochdosischemotherapie und des
»adoptierten* immuntherapeutischen Effekts der immunkompetenten Spenderzellen gegen
die Zellen des MM, der sogenannte ,,graft-versus-myeloma-effect” (GvM) (Gahrton et al.,
2001, Mehta and Singhal, 1998).
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T-Lymphozyten-Depletion, d.h. eine Reduktion der Spenderlymphozytenanzahl senkt
nachweislich die Inzidenz einer GvHD bei gleichzeitig erhohtem Risiko einer
Rezidiverkrankung. Diese erhohte Rezidivrate erklart man sich mit einem abgeschwéchten
Graft-versus-myeloma-Effekt, welcher ebenfalls eine Immunreaktion der Spender-T-
Lymphozyten darstellt (Krdger, 2007).

Patienten mit der Option einer allogenen Stammzelltransplantation sollten friihzeitig in
einem Transplantationszentrum vorgestellt werden. Eine europdische Konsensuskonferenz
empfiehlt bei jungeren Patienten < 60 Jahre, fehlender Komorbiditdt und gutem
Ansprechen auf Salvagetherapie beim Frihrezidiv nach autologer SCT (< 3 Jahre) die
allogene SCT (Dimopoulos et al., 2009, San-Miguel and Mateos, 2009).

An Begleittherapeutika sind vorrangig Bisphosphonate (zur Reduktion von
Wirbelkorperfrakturen als auch osteolysebedingter Knochenschmerzen) (Seidl et al.,
2003), Erytropoetin (bei Anamie, besonders in Folge einer chronischen Niereninsuffizienz)
sowie d-Interferone (umstrittene Remissionserhaltung) zu nennen.

Neuerdings zeigt sich fir Bortezomib neben der Aktivitdt gegen das MM auch ein
positiver Effekt auf die knéchernen Strukturen (Terpos et al., 2007) (Giuliani et al., 2007)
(von Metzler et al., 2007).

Indikation zur Strahlenbehandlung besteht bei frakturgefahrdeten Osteolysen, chirurgisch
versorgten pathologischen Frakturen, primér operativ versorgten Querschnittssyndromen,
extramedullaren ~ Plasmazelltumoren  sowie  Skelettschmerzen.  Die  (bliche
Bestrahlungsintensitat zur Schmerzbehandlung betrégt 10-20 Gy.

Operationsindikationen stellen sich bei Frakturgefdhrdung langer Ro6hrenknochen,
pathologischen Frakturen sowie drohenden bzw. beginnenden Querschnittssyndrom.

Eine supportive Behandlung erfolgt im Rahmen der dblichen internistischen
Behandlungsansatze: Schmerztherapie, Blutersatz, Hyperkalzd&miebehandlung, Behandlung
einer Niereninsuffizienz, Immunglobulinsubstitution bei sekundarem
Antikdrpermangelsyndrom mit Infektneigung, Therapie von Infektionen sowie

gegebenenfalls Plasmapherese bei Hyperviskositatssyndrom.
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1.6. Das Konzept der Cancer-Testis-Antigenes

Die Klasse der ,,Cancer-Testis-antigenes® (CT-Ag) ist eine Gruppe von gegenwartig 44
Proteinen, deren Expression charakteristischerweise auf maligne Tumoren und humane
Keimzelllinien beschrénkt ist (Scanlan et al., 2004).

Einige CT-Ag weisen eine vergleichsweise hohe Immunogenitat auf. Es wurde beobachtet,
dass sowohl eine humorale als auch eine T-Zell-vermittelte Immunantwort durch CT-Ag
auszulosen ist. Das spezifische Expressionsmuster der CT-Ag fiihrte zudem zu Versuchen
im  Sinne einer therapeutischen Tumorvakzinierung und anderen Formen
antigenspezifischer Immuntherapien (Scanlan et al., 2002).

Weiterhin besteht auch eine prognostische und diagnostische Wertigkeit der CT-Ag bei
vielen malignen Erkrankungen. CT-Ag wurden in Myelomzelllinien und in
Primarmaterialien bereits mehrfach mithilfe der Reversen Transkriptase Polymerase Ketten
Reaktion (RT-PCR) und immunhistochemischen Analysen nachgewiesen (van Baren et al.,
1999, Lim et al., 1999, Pellat-Deceunynck et al., 2000, Dhodapkar et al., 2003, Lim et al.,
2001).
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Abb. 1: CT-Ag Expression im Multiplen Myelom

(A) Die Balken prasentieren die prozentuale Expression von CT-Ag in Proben neu
diagnostizierter Myelompatienten in Abhangigkeit vom Krankheitsstadium (Stage of
disease) (n = 21)

(B) sowie den Prozentsatz der Expression beschriebener CT-Ag in retrospektiv
untersuchtem Patientengut mit einer Plasmazellinfiltration im Knochenmark > 10% (n =
71) (Atanackovic et al., 2009)

Immunhistochemisch konnte demonstriert werden, dass 82% der getesteten MM Proben
MAGE-C1/CT7 positiv waren und 70% eine MAGE-A3/6 Expression zeigten (Jungbluth
et al., 2005). Die MAGE-C1/CT7 Proteinexpression nahm dabei mit Fortschreiten der
Krankheit zu, wahrend die MAGE-A3/6 Expression gleichbleibend zwischen MGUS
(monoclonal gammopathies of undetermined significance), einem potenziellen ,,Vorlaufer*
des MM, und dem manifesten MM verblieb, weshalb diskutiert wurde, dass MAGE-A-
Familienmitglieder schon in die friihen Pathogenesemechanismen involviert sein konnten.
Auflerdem wird berichtet, dass die Konzentration der MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3/6
Proteine mit einer erhohten Proliferationsrate der Plasmazellen korrelieren, folglich groRe
Bedeutung bezuglich der Malignitat des MM haben (Atanackovic et al., 2009).

In neueren Studien wurde gezeigt, dass CT-Ag (MAGE-C1/CT7, MAGE-C2/CT10,
MAGE-A3, SSX-2) nicht nur regelhaft im MM exprimiert werden, sondern die Expression
der CT-Ag stark mit klinischen Erkrankungsparametern (Anzahl Plasmazellen im
Knochenmark, Level der Paraproteindmie) sowie mit dem klinischen Verlauf der
Erkrankung korreliert. 50% der Patienten in partieller Remission und fast alle Patienten mit
Krankheitsprogression zeigten eine CT-Antigensexpression (Atanackovic et al., 2009).
Zudem wurde in derselben Arbeit darauf verwiesen, dass z.B. die Expression von MAGE-
C1/CT7 einen hochsignifikanten, unabhéngigen und prognostisch negativen Faktor im MM
darstellt.
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Abb. 2: MAGE-A3 Expression korreliert mit einem friheren Krankheitsrtckfall und
kirzerer Uberlebenszeit nach allogener Stammzelltransplantation

Die Kurve zeigt den Prozentsatz von Patienten, die in Abhangigkeit von der MAGE-A3
Expression (+/-) und der Zeit einen Rickfall erlebten (Time-to-relapse) bzw. verstarben
(Overall survival) (Atanackovic et al., 2009)

CT-Ag sind des Weiteren beteiligt an Vorgangen der malignen Transformierung, wie
Regulation der Transkription (Laduron et al., 2004, Tureci et al., 1996, Tureci et al., 2002),
Translation (Herold et al., 2000, van der Bruggen et al., 2007), Apoptose (Cilensek et al.,
2002) und verringerter Chemotherapiesensibilitat (Duan et al., 2003).

1.7. Das Konzept der siRNA

Die RNA interference (RNAI) ist ein zelleigener, molekulargenetischer Mechanismus, der
Einfluss auf die Genaktivitat lebender Zellen nehmen kann. Dabei sind zwei Typen der
sogenannten kleinen DNA (engl.: small DNA) fur den Mechanismus der RNAI besonders
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hervorzuheben: Die ,,zelleigene” microRNA (miRNA) und die ,,exogene* small interfering
RNA (siRNA).

Von auflen in die Zelle zugefuhrte Doppelstrang-RNA (dsRNA) initiiert die RNAI durch
Bindung an den Enzym Dicer, ein Protein vom Typ einer Ribonuklease (Siomi and Siomi,
2009). Dieses Enzym bindet und spaltet die dSRNA in Fragmente von 21-25 Basenpaaren
mit einigen wenigen unpaarigen ,,Uberhangen* am jeweiligen Fragmentende (Zamore et
al., 2000, Vermeulen et al., 2005, Castanotto and Rossi, 2009, Qiu et al., 2005).
Untersuchungen suggerieren, dass die besagte Lange der dsRNA zu einem Maximum an
Zielgenspezifitat und einem Minimum an unspezifischen Effekten fuhrt (Ahlquist, 2002).
Diese kurzen dsRNA werden als siRNA bezeichnet. Nach Spaltung der siRNA in
Einzelstrange erfolgt eine Assoziation mit dem RISC (RNA induced silencing complex),
einem Proteinkomplex, dessen aktive Komponenten Proteine der Argonautfamilie bilden,
eine Endonuclease, welche die zur siRNA komplementdare mRNA (messengerRNA) spaltet
(Fire et al., 1998). Zusétzlich unterbindet die Assoziation der siRNA mit RISC die
Nutzung der einzelstrangigen siRNA als Matrize im Prozess der Translation (Parker et al.,
2006).

Zusétzliche Regulationsmechanismen im Genom eukaryonter Zellen durch die RNAI
fihren wahrscheinlich Gber Modifizierung von Histonen und damit assoziierter Induktion
von Heterochromatinformationen zu einer pratranskriptioneller Herabregulierung von
Genen (Holmquist and Ashley, 2006). Dies wird auch als ,,RNA-induced transcriptional
silencing” (RITS) bezeichnet und wird von einem Proteinkomplex gleichen Namens
ausgefunhrt.

RNA-Sequenzen (siRNA und miRNA), die komplementdr zu Teilen von
Promotorregionen sind, konnen zudem die Transkription der angeschlossenen Gene
steigern. An diesem noch nicht ganz verstandenen Mechanismus der Hochregulierung sind
die Enzyme ,dicer* und ,argonaut“ beteiligt, auBerdem wird regelhaft eine
Demethylierung von Histonen beobachtet (Check, 2007, Li et al., 2006)

Die Funktionen der RNA. sind vielfaltig. So haben sie grof3en Anteil an der Abwehr viraler
DNA/RNA sowie von anderem genetischen Fremdmaterial, insbesondere bei Pflanzen
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scheint zudem mithilfe der RNAI die GberméaRigen Transposonausbreitung unterbunden zu
werden (Stram and Kuzntzova, 2006).

Die endogen exprimierte miRNA hat grol3e Bedeutung bei Prozessen, die der Hemmung
der Translationsvorganges dienen (Saumet and Lecellier, 2006) sowie in der Regulation
der Zellentwicklung, insbesondere bei der Morphogenese und der Aufrechterhaltung von
undifferenzierten bzw. unvollstandig differenzierten Zelltypen, wie es z.B. bei
Stammzellen der Fall ist (Carrington and Ambros, 2003).

Experimentell kann und wird der Mechanismus der RNAI zur Funktionsanalyse von Genen
sowohl in Zellkulturen als auch in vivo in Modelorganismen verwendet (Fire et al., 1998).
Dabei wird, vereinfacht dargestellt, dSRNA hergestellt, die eine Sequenzhomologie zum zu
untersuchenden Gen aufweist und im Anschluss unter Zuhilfenahme unterschiedlichster
Prozeduren in die Zelle/den Zellverband bzw. in den Organismus importiert. Uber die
weiter oben genannten Prozesse kommt es dann zum sogenannten ,.expression/gene
silencing” des jeweiligen Gens, d.h. einer temporaren Expressionsminderung des Gens,
welche wiederum weitere funktionelle Analysen erlaubt. Gelegentlich wird diese Technik
auch als ,,knockdown* bezeichnet, um von dem Vorgang des ,,knockout” abzugrenzen, bei

dem die Genexpression dauerhaft unterbunden wird (Naito et al., 2005).

1.8. Caspasenassoziierte Apoptosemechanismen

Apoptose ist ein morphologisch und biochemisch sehr heterogener Zellmechanismus in
eukaryonten Zellen, der unter einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen
Gegebenheiten zum Zelltod fuhrt (Arends and Wyllie, 1991).

Verantwortlich fir die Mehrzahl der Verénderungen wéhrend einer Apoptose sind die
Mitglieder der Enzymgruppe der Caspasen (aspartatspezifische Cysteinyl-Proteasen).
Diese Proteasen werden im Apoptoseprozess kaskadenartig aktiviert und initiieren durch
die Spaltung von Zellsubstraten die Apoptose (Fischer et al., 2003, Janicke et al., 1998).
Die sogenannte Caspase-1 wurde anhand der Funktion, der Spaltung und Aktivierung des
Entzindungsmediators Interleukin-1# (IL-1B), ICE (Interleukin-1R-Converting Enzyme)
genannt (Cerretti et al., 1992, Thornberry et al., 1992).
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Im Verlauf wurden mehrere Proteine mit Sequenzhomologien zu ICE entdeckt, die
letztlich die Familie der Caspasen bildeten (Degterev et al., 2003, Reed et al., 2004).
Insgesamt wurden 15 Mitglieder dieser Protein-Familie identifiziert, von denen elf im
Menschen exprimiert werden (Reed et al., 2003). Diese kdnnen nach Funktion und
Sequenzhomologien in inflammatorische und apoptotische Subgruppen aufgeteilt werden.
Die Caspasen lassen sich weiterhin in zwei funktionale Untergruppen einteilen: die
Initiatorcaspasen und die Effektorcaspasen. Zu der Gruppe der initiierenden Caspasen
zahlen u.a. Caspase 2/8/9/10. Diese spalten inaktive Pro-Formen der Effektorcaspasen und
initileren dadurch deren Aktivierung. Die aktivierten Effektorcaspasen (z.B. Caspase 3/6/7)
ihrerseits spalten weitere Proteinprodukte, aktivieren weitere Proteasen und Endonukleasen
und spalten regulatorische Proteine der Zelle und triggern auf diesen Weg den
Apoptoseprozess (Nicholson, 1999)

Caspase 4 und Caspase 5, die u.a. eine Uberexpression bei einigen Patienten mit Vitiligo
und anderen assoziierten Erkrankungen zeigen, lassen sich nicht der oben genannten
Kategorien zuordnen, da es sich um inflammatorische Enzyme handelt, die bei der
Cytokinproduktion partizipieren (Gregersen, 2007).

Caspase 14 wiederum hat keine bekannte Funktion bei Apoptose und/oder
inflammatorischen Mechanismen, sondern ist in der Hautzellentwicklung beteiligt (White
et al., 2009).
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Abb. 3 Einteilung und struktureller Aufbau der menschlichen Caspasen

Tabellarische Darstellung der humanen Caspasen nach Funktion. Wéhrend alle Caspasen
eine grofle (p20) und eine kleine (p10) Untereinheit besitzen, zeichnen sich nur einige
Caspasen durch zusatzliche Oligomerisierungs-Domanen (DED [Death Effector Domain]
und CARD [Caspase Recruiting Domain]) in der N-terminal gelegenen Prodoméne aus.
Die Spaltstellen der Caspasen sind mit Pfeilen gekennzeichnet, wobei die erste und
wichtigste Spaltung mit dem grofRen Pfeil angedeutet wird.

Die Nummern entsprechen der Position des Aspartats im Protein, an dem diese Spaltung
stattfindet. Die Position des Kkatalytisch aktiven Cystein-Rests ist mit einem Stern
gekennzeichnet.

Caspase-14 wird nicht an einem Aspartat-Rest aktiviert, daher ist keine Spaltstelle

angegeben. Die fett gedruckten Nummern am Ende entsprechen der Anzahl der
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Aminosauren des dargestellten Proteins. Die GroRenverhaltnisse sind nur schematisch
dargestellt (Sohn, 2007).

Zusétzlich existiert im Menschen noch Caspase-12, die aber bisher nicht in die Liste der
aktiven humanen Caspasen aufgenommen wurde (Fischer et al., 2002, Lamkanfi et al.,
2004). In murinen Zelllinien ist Caspase-12 nachgewiesenermallen aktiv und wird der
inflammatorischen Subgruppe zugerechnet. Zusétzlich wird eine Rolle als Initiator-
Caspase in der durch Schadigung am endoplasmatischen Retikulum ausgeldsten Apoptose
diskutiert (Szegezdi et al., 2003).

Die Apoptose wird vorwiegend durch zwei zellulére ,,pathways* vermittelt, die beide zur
Aktivierung von Caspasen fuhren: der ,death receptor (DR) pathway“ und der
»,mitochiondrale pathway* (Danial and Korsmeyer, 2004)

Der ,,DR pathway” wird durch Mitglieder der Proteinfamilie des Tumor Nekrose Faktors
(TNF) vermittelt. Dazu gehoren z.b. der CD95L (CD95Ligand), ,,Fas ligand” (FasL;
Synonym: Apol), TNF-a, und ,,Apo2 ligand” (Apo2L; Synonym: TNF-related apoptosis-
inducing factor [TRAIL]). Diese binden an dem DR der Zellmembran.

Diese Liganden binden an Rezeptoren wie Fas, TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) und DR4/DR5,
die Mitglieder der TNF-Rezeptor-Proteinfamilie sind. Gemeinsam sind ihnen identische,
cysteinreiche, extrazellulare Domdanen sowie homologe, zytoplasmatische , Todes-
Doménen” (DeathDomain = DD) (Almasan and Ashkenazi, 2003).

CD95 (Fas/Apo-1) sowie die Apoptose induzierenden TRAIL (TNF-Related Apoptosis
Inducing Ligand)-Rezeptoren bewirken eine Oligomerisierung des Rezeptors im
Zytoplasma und dienen der Rekrutierung des Adapterproteins FADD (Fas-Associating
Death Domain-containing protein).

Uber FADD werden durch Interaktionen der DEDs die Initiator-Procaspasen 8 und 10
aktiviert. Dieser Signalkomplex wird als DISC (Death-Inducing Signaling Complex)
bezeichnet (Debatin and Krammer, 2004).

In der CD95L-vermittelten Apoptose unterscheidet man Typ I- und Typ I1-Zellen, die

unterschiedliche Signalwege benutzen.
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In Typ-1-Zellen wird Procaspase 8 am DISC aktiviert. Das aktive Caspase-8-
Heterotetramer aktiviert die Effektorcaspase 3.

In Typ-l1-Zellen dagegen werden, aus unklarer Ursache, eine unzureichende Anzahl an
DISC gebildet. Dies hat eine eingeschrankte Caspase-8-Aktivitat zur Folge, welche einer
Verstarkung bedarf. Hierbei spielt das Caspase-8-Substrat BID (Bcl-2 Interacting domain
Death agonist), ein Mitglied der BH3-only Untergruppe der Bcl-2-Familie, eine wichtige
Rolle. Nach der Caspase-8-vermittelten Spaltung von BID transloziert dessen C-terminales
Fragment tBID (Truncated BID) zu den Mitochondrien und aktiviert dort den intrinsischen
Signalweg der Apoptose (Sohn, 2007).

AbschlieRend werden Caspase 3 sowie die restlichen Effektorcaspasen 6 und 7 aktiviert.
Im Endresultat kommt es zu Proteolysen von Schliisselproteinen der Zellzyklusregulierung
und Apoptosesteuerung, wie z.B. Bcl-2 (Chen et al., 2000) und Cyclin E (Mazumder et al.,
2002) und folglich zur Apoptose.
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Abb. 4: Typ I und Il der CD95-induzierten Apoptose

Nach der durch den CD95-Liganden (CD95L) induzierten Oligomerisierung des CD95-
Rezeptors wird der DISC uber die Rekrutierung von FADD und Procaspase 8/10 gebildet.
In Typ-1-Zellen wird dadurch genugend Caspase 8/10 aktiviert, um Uber eine direkte
Prozessierung von Caspase 3 die Apoptose auszul6sen. Typ-11-Zellen dagegen benétigen
eine Signalverstarkung ber die Caspase-8-vermittelte Spaltung von BID, welches den

intrinsischen Signalweg aktiviert, der wiederum durch Bcl-2 inhibiert werden kann (Sohn,
2007)
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Der ,,mitochondriale pathway” wird priméar von Proteinen der Bcl-2-Proteinfamilie
vermittelt, diese beinhalten sowohl proapoptotische als auch antiapoptotische Proteine. Das
Verhaltnis dieser beiden kontrér agierenden Proteingruppen bestimmt die Empfindlichkeit
der Zellen gegentber diversen apoptoseinduzierenden/fordernden Signalen (Danial and
Korsmeyer, 2004). Allen gemein ist das Vorhandensein von mindestens einer von vier
stark konservierten ,,Bcl-2 homology (BH) domains* (Cory and Adams, 2002).

Die antiapoptotischen Proteine dieser Gruppierung wie Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w, Mcl-1 und
Bfl-1/A1 sind charakterisiert durch das Vorhandensein aller vier der vier moglichen BH-
Doménen (BH1-BH4). Diese Proteine verhindern den Zelltod durch Bindung und
Inaktivierung von proapoptotischen Faktoren.

Die Gruppe der proapoptotischen Faktoren unterteilen sich, bzgl. ihrer Funktion und der
biochemischen Struktur, zusétzlich in zwei Subgruppen. Die erste Gruppe sind sogenannte
~multidomain® Proteine wie Bax und Bak, die eine starke Ahnlichkeit zu Bcl-2 aufweisen,
bei jedoch fehlender N-terminaler BH4-Doméane. Die andere Untergruppe wird von
Proteinen reprasentiert, die ausschlielRlich eine BH3-Doméne tragen. Beispiele hierfur sind
Bik, Bid, Puma/BBC3 und Noxa/APR, die alle fiir die Transduktion eines spezifischen
zellapoptose-induzierenden Signals verantwortlich gemacht werden (Huang and Strasser,
2000).

Bax und Bak erfahren bei Aktivierung strukturelle Veranderungen, die zur Porenbildung in
der &uReren, mitochondralen Membran und somit zur Permeabilitatssteigerung fihren.
Zusétzlich wird die Freigabe von Cytochrome c¢ (cyto c) erleichtert und selektive
Caspasenkaskaden aktiviert (Desagher and Martinou, 2000).

Freigegebenes cyto ¢ bindet sein Adaptermolekiil apoptotic protease activating factor 1
(APAF-1) und Caspase 9, die gemeinsam einen makromolekularen Komplex bilden, das
Apoptosom. Dies fuhrt zu einer Signalkaskade (ber Caspase 9 und Caspase 3 zu den
Effektorcaspasen 6 und 7 (Strasser et al., 2000).

Mitochondral freigegebene Faktoren wie apoptosis-inducing factor (Joza et al., 2001) und
endonuclease G (Li et al., 2001) weiten die apoptoseinduzierenden sowie autolytischen

Prozesse auf den Zellkern aus.
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Smac/Diablo (Du et al., 2000, Srinivasula et al., 2001) und Omi/HtrA2 (Hegde et al., 2002,
Martins et al., 2002) erleichtern die Caspaseaktivierung durch antagonistische Effekte an
sogenannten Inhibitoren der Apoptose (inhibitor of apoptosis (1AP)).
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Abb. 5: Der intrinsische Signalweg der Apoptose

Durch die Freisetzung von Cytochrom C in das Zytoplasma wird die Bildung des
Apoptosoms induziert. Cytochrom C und ATP/dATP binden an APAF-1 und fuhren zu
dessen Heptamerisierung. Dadurch kann Procaspase 9 an APAF-1 binden und wird
aktiviert. Am Apoptosom werden anschlielend die Effektorcaspasen 3 und 7 direkt und

Caspase 6 indirekt aktiviert, was letztlich zur Apoptose fiihrt (Sohn, 2007).

Gegenwartige Studien suggerieren einen zusétzlich apoptoseinduzierenden ,,pathway”, der
auf der Grundlage von Caspase 12 als Initiatorcaspase als zellulare Antwort auf toxische
Schédigung am endoplasmatischen Retikulum (ER), wie bei Tunicamycinbehandlung
vorzufinden, beruht (Nakagawa et al., 2000). Es konnte gezeigt werden, dass Caspase 12
Cytochrom-C-unabhéngig Caspase 9 aktivieren kann, die wiederum Caspase 3 aktiviert
und dadurch die Apoptose induzieren kann (Morishima et al., 2002).

In derselben Studie konnte auch gezeigt werden, dass eine Uberexpression von MAGE-A3
die Aktivitdt von Caspase 12 supprimieren kann und dadurch einen antiapoptotischen
Effekt bei ER Stress aufweist.
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2.0 ZIELSETZUNG

Das Multiple Myelom (MM) ist eine lebensbedrohliche, hamatologische
Systemerkrankung, die trotz Entwicklung neuer Therapieansatze, z.B die der
Stammzelltransplantation, sowie der Etablierung neuer therapeutischer Substanzen wie
Thalidomid, Lenalidomid und Bortezomib nach wie vor hohe Rickfallquoten im
Patientenkollektiv im  Zusammenhang mit der Tendenz zur Entwicklung
chemotherapieresistenter Erkrankungsentitaten aufweist.

Unter diesen Gesichtspunkten werden die CT-Ag wie MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3,
Vertreter einer Klasse tumorspezifischer Proteine, als mogliche therapeutische Zielproteine
im Zusammenhang mit immuntherapeutischen Ansdtzen betrachtet. Bisher waren
Erkenntnisse zu biologischen Funktionen der oben genannten CT-Ag im MM kaum
vorhanden.

In dieser Arbeit soll erstmals die Funktion der zwei im MM regelhaft exprimierten als auch
prognostisch relevanten CT-Ag MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3 untersucht werden
(Atanackovic et al., 2009, Lim et al., 2001, Dhodapkar et al., 2003, Jungbluth et al., 2005).
Dies soll durch Nutzung des sogenannten ,,genesilencing” bzw. ,,knockdown* mit RNAI-
Technik in entsprechenden Myelomzelllinien untersucht werden. Das heil3t es wird
angestrebt, die Expression der CT-Ag MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3 mittels RNAI-
Technik in humanen Zelllinien des Multiplen Myeloms temporar zu unterbinden, um
daraus resultierende, funktionale Effekte der CT-Ag beim Multiplen Myeloms untersuchen
und ableiten zu koénnen.

Daher muss die Technik des ,genesilencing” in diesen Zelllinien bzgl.
Transfektionsmethodik, ,,genesilencing® Effektivitdt sowie Zytotoxizitat etabliert werden
und die entsprechenden ,genesilencing” Effekte auf Proteinebene im Westernblot
dargestellt werden.

Zusétzlich sollen Wechselwirkungen des ,,genesilencing® in der Expression der anderen
CT-Ag untersucht werden, sogenannte additionale Effekte, wie sie bei MAGE-A3/A6

aufgrund erheblicher Sequenzhomologien z.B. auftreten.
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Vorrangig sollen weitere Versuchsreihen die Beteiligung der zu untersuchenden CT-Ag an
grundlegenden  Zellmechanismen veranschaulichen. Dabei sollen Effekte auf
Proliferationsverhalten, Zelladh&sion, Chemosensibilitat, Klonogenitat und Apoptose in
Bezug auf das spezifisches ,,genesilencing® untersucht werden.

Ferner sollen in diesen Untersuchungen auch die CD-138-negativen Myelomzellen,

mdgliche Vorlauferzellen des MM, einbezogen werden (Matsui et al., 2004).
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3.0

3.1.  Allgemein bendtigte Gerate

Gerate

Brutschrank, TYP 1705309900 312
Eismaschine

Kihlschrank mit Gefrierfach
Kihltruhe, -80 °C
Laborpipetten

Mikrowelle SHARP R-210A
Tischzentrifuge

Zentrifuge, 6K10

Mikroskop

Wasserbad: Kottermann
Vortex-Genie 2

Rattler

FACS Aria cell-sortig system

3.2.  Allgemein benétigte Programme

Excel 2003

Word 2003

Corel Draw X4
Quantaty One

MATERIAL & METHODEN (ALLGEMEINER TEIL)

Hersteller/Ort/Land

WTB binder, Tuttlingen, Deutschland
Hoshizaki, Tokio, Japan

Liebherr, Biberach, Deutschland

Kryotech, Donat, Schweiz

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Sharp, Osaka, Japan

Thermo Fischer Scientific, USA
Thermo Fischer Scientific, USA
Olympus, Hamburg, Deutschland
Ebel Labor, Hamburg, Deutschland
Scientific-Industries, New York, USA
Scientific-Industries, New York, USA
BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Microsoft, Unterschleil3heim,
Deutschland

Microsoft, Unterschleil3heim,
Deutschland

Corel, Ontario, Kanada
Biorad, Hercules, USA
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4.0

Photoshop CS3 imaging software

SPSS

4.1. Zellkultur

Zelllinien:
MOLP-8
KMS-12-BM
EJM

IM-9
RPMI-8226
NCI-H929
OPM-2

LP-1

Brown

SK-007

Chemikalien:

RPMI 1640

DMEM

Fetales Bovines Serum (FBS)
Penicillin 10.000 U/mi
Streptomycin 10.000 pg/ml

Microsoft, Unterschleilfheim,
Deutschland
IBM Company, USA

MATERIAL & METHODEN (SPEZIELLER TEIL)

DSMZ, Braunschweig, Deutschland
DSMZ, Braunschweig, Deutschland
DSMZ, Braunschweig, Deutschland
DSMZ, Braunschweig, Deutschland
DSMZ, Braunschweig, Deutschland
DSMZ, Braunschweig, Deutschland
DSMZ, Braunschweig, Deutschland
DSMZ, Braunschweig, Deutschland

Ludwig Institute for Cancer
Research, New York, USA
Ludwig Institute for Cancer
Research, New York, USA

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Lonza, Basel, Schweiz

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
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0,05% Trypsin-EDTA Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Zellkulturpipetten steril (5 ml, 20 ml, 25 ml)  Greiner, Kremsmiinster, Osterreich

15 mL, 25 mL steril Gefalie Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
Zellkulturflaschen (25 cm?, 75 cm?) TPP, Trasadingen, Schweiz
6-Well-Platten Nunc, Roskilde, Danemark

Zusammensetzung der Medien:
RPMI 1640 (fir KMS-12-BM/RPMI-8226) + 1% Penicillin/Streptomycin +10% FBS
DMEM (fiur Zelllinien MOLP 8) + 1% Penicillin/Streptomycin +10% FBS

Alle Zelllinien wurden in einem 37°C warmen Inkubator bei 5% CO2 und
Wasserdampfséttigung gehalten. Der Inkubator wurde alle zwei Wochen mit Ethanol
(70%) gereinigt. Alle Arbeiten erfolgten unter einer Reinluftbank. Bei allen Zelllinien
handelt es sich um Suspensionszelllinien, die alle 2-3 Tage geteilt/ ,,gesplittet* wurden.
Voraussetzung fur die Teilung der Zellkultur ist eine optische Konfluenz/Dichte von 60-
70% (unter dem Mikroskop zu bestimmen).

Die Myelomzelllinien KMS-12-BM und RPMI-8226 wurden in  RPMI mit
Penicillin/Streptomycinzusatz (je 1%ig) sowie aktivierten FCS (fetales Kalberserum)
kultiviert. Bei der Teilung wurde das halbe Zellflaschenvolumen entnommen, in ein
entsprechendes Falcon Uberfiihrt, zweimalig mit DPBS gewaschen sowie in
Zwischenschritten bei 1400Rpm fur 5 Minuten zentrifugiert. Das entstandene Zellpellet
(Zellmasse am Geféallboden) wurde im Anschluss in 20 ml RPMI aufgenommen. Es
erfolgte die Weiterverwendung in den entsprechenden Experimenten.

Die Zellkulturen der Zelllinie MOLP-8 wurden zundchst mit Trypsin vorbehandelt. Die
» Trypsinierung” wurde nach 5 min bei 37° C gestoppt. Das weitere VVorgehen entspricht

dem oben genannten. Alle benutzten Losungen wurden auf 37° C vorgewarmt.
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4.2. RNAI

Material:

BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Lipofectamine™ 2000 Reagenz Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
RNA Stealth™ Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Optimem I/1l medium Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
24-well plate Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
RNAI Basic Control Kit-Human Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Kamera Canon, Krefeld, Deutschland
Programme:

BLOCK-iT™ RNAI Designer Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Materialbeschreibung:

,BLOCK-IT™ Fluorescent Oligo“ sind fluoreszenzmarkierte, doppelstrangige RNA ohne
bekannte Sequenzhomologien im menschlichen Genom, die der einfachen und schnellen
optischen Kontrolle der Aufnahme der Transfektionsprodukte dienen. Lipofectamine™
2000 Reagenz ist eine gebrauchliche, kationische, auf Lipiden basierende Reaganz, die
dem Transport von ,,BLOCK-iT™ Fluorescent Oligo* und ,Stealth™ RNA* oder
Standard siRNA Oligomeren in eukaryonte Zellen zwecks RNAi-Analyse dient (Gitlin et
al., 2002, Yuan et al., 2002)

Zur temporaren Herabregulation der Expression der Zielproteine nutzten wir die ,,RNAI
stealth-Technologie* von Invitrogen, da sie im Vergleich zur herkdmmlichen siRNA-
Methodik eine hohere Spezifitat aufweisen, geringen Zellstress verursachen und ein
ldngere Haltbarkeit haben soll (Webpage, 2007)

Bei Kenntnis der Sequenz des Zielgenes wurde entsprechende RNAI (Basenlange 25 n)

sowie eine entsprechende negative Kontroll-RNAI mittels des ,,BLOCK IT RNAI
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Designer* von Invitrogen™ generiert und validiert. Die jeweiligen Zielsequenzen
befanden sich in dem ORF (Open Reading Frame) des jeweiligen Zielgenes, aber
aullerhalb der MAGE-Common-Region. Die entsprechenden Sequenzen waren fir
MAGE-A3

5’-UCG UCG GAA AUU GGC AGU AUU UCU U-37;

5’-AAG AAA UAC UGC CAA UUU CCG ACG A-37;

5’-GAG GAG CUG AGU GUG UUA GAG GUG U-3;

5’-ACA CCU CUA ACACACUCAGCUcCcUC-3

und fur MAGE-C1/CT7

5’-CAC CUU GCU AGA GAG UGA UUC CUU G-3;

5’-CAA GGA AUC ACU CUC UAG CAA GGU G-37;

5’-AAA GUA GCC CGU GUA CCU GCU GAU G-37;

5’-CAU CAG CAG GUA CAC GGG CUA CUU U-3

Transfektionsvorgang:
Die Zellen der Zelllinien KMS-12-BM/Molp8 wurden bei 60% Konfluenz im Optimem-I-

Medium ohne Serum Uberfihrt und mit einer Konzentration von 3x10°/ml in einem

Gesamtvolumen von 350 pl in eine 24-well Platte ausplattiert. Lipofectamine 2000, eine
auf der Methode der kationischen Lipofektion basierende Reagenz, sollte vor Gebrauch gut
gemischt werden, anschlielend wurde je 1 pl der Lipofectaminereagenz im 50 pl
Optimem-1-Medium ohne Serum aufgel6st. Nach erneutem griindlichem Mischen sollte die
Losung fur 5 min. bei Raumtemperatur inkubieren. Wéhrenddessen werden 50 pmol der
Stealth RNAI in 50 pl Optimem-I-Medium ohne Serum in einem ,Well* einer
Gewebskulturplatte oder einem anderen sterilem ,,MischgefaR“ aufgelost. Zu der
RNAIi/Medium-L6sung wurden im weiteren Verlauf 1 ul ,,Fluorescent Control“ zugefigt.
Nach funfmindtiger Inkubationszeit wurde die angesetzte ,,Lipofectamine 2000-Reagenz*
vollstdndig der RNAi/Medium-L6sung zugefuhrt und vermischt. Die gesamte Losung
wurde fir weitere 20 min. bei Raumtemperatur belassen. Danach wurden die vorbereiteten
Zellen in den RNAI-Lipofectamine-2000-Komplex tberfihrt und bei 37° C fur 4 Stunden

inkubiert. Nach diesen 4 Stunden Inkubation wurde
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1 ml RPMI-1640 mit 10 % FCS sowie 10,000 units/ml Penicillin und 10,000 pg
Streptomycin dem RNAI-Lipofectamine-2000-Zellkomplex zugefiihrt. Das Endvolumen
sollte demzufolge 1,5 ml betragen. Nach 0 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h, 7 d und 10 d erfolgten
jeweils ,,Zellernten“ zur Herstellung entsprechender Lysate.

Zur Evaluation der Effektivitat des Transfektionsvorganges wurden die Zellen der
entsprechenden Zelllinien mit 50 pmol spezifischer RNAI, 2,5 mg/ml ,,Lipofectamine
2000“ und 100 nM ,,Block-it Fluorescent Oligo“ transfiziert. Die so behandelten Zellen
wurden unter 40-facher VergroRerung unter dem Breitlichtmikroskop betrachtet und die
Transfektionseffektivitat optisch begutachtet. Die Bilddokumentation erfolgte mithilfe
einer handelslblichen Digitalkamer, die Bildbearbeitung mit Adobe Photoshop CS3
imaging software. Dabei ergab sich eine Transfektionseffizienz von 70-80% (Anteil der
fluoreszenzhaltigen Zellen bezogen auf die Gesamtzahl der Zellen) und eine Apoptoserate

von weniger als 5% 24 Stunden nach Transfektion.

4.3. WesternBlot/Proteinimmunoblot

Material:

XCell SureLock™ Mini-Cell Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
XCell 1™ Blot Module Kit CE Mark Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
NUPAGE® 4-12% Bis-Tris Gel 1.0mm12well Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Top-Block™ Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz
Sponge Pad for XCell 11™ Blotting Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Chromatography paper 3mm chr 15x20cm Whatman, Maidstone, UK
Hybond™-ECL™ -Nitrocellulose membrane  GE Healthcare, NY, USA
Amersham Hyperfilm™ MP (18 x 24 cm) GE Healthcare, NY, USA

Entwicklungkammer 18 x 24cm Rego, Augsburg, Deutschland
Power Supply Model 250/ 2,5 Biorad, Hercules, USA

Falcons 15 ml/50 ml Greiner, Kremsmiinster, Osterreich
E-Cups/Eppendorf tubes 1,5 ml Eppendorf; Hamburg, Deutschland
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Entwickler Rego, Augsburg, Deutschland

Chemikalien:

NUuPAGE® MES SDS Running Buffer (20x)  Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

NuPAGE® Transfer Buffer (20x) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

NUuPAGE® LDS Sample Buffer(4x) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

NuPAGE® Sample Reducing Agent (10x) Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

NuPAGE® Antioxidant Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland

Proteaseinhibitoren Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz

SOV Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz

TBS-Tween® Puffer Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz

ECL™ Western Blotting Analysis System GE Healthcare, NY, USA

RIPA Lyse Puffer Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz

Antikdrper:

Primdre monoklonale Antikdrper (mAD):

mAb CT7-33 fur MAGE-C1/CT7 Ludwig Institute for Cancer
Research, New York, USA

mAb M3H67 for MAGE-A3 Ludwig Institute for Cancer

Research, New York, USA

Sekundére monoklonale Antikdrper (mAb):

HRP-labeled anti-mouse mAb R&D Systems,Wiesbaden, Deutschland
Andere Antikorper:
mAb ACTB Santa Cruz, Santa Cruz, USA

Der Westernblot bzw. Proteinimmunoblot ist eine Untersuchungstechnik, die zum
Nachweis spezifischer Proteine in einer entsprechenden Probe genutzt wird. Mithilfe der
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Gelelektrophorese werden die Proteine nach Lange (bei denaturierten Proteinen) oder nach
ihrer Tertidrstruktur (native/nicht denaturierte Proteine) separiert. Dieser Separation folgt
ein Transfer der Proteine auf eine geeignete Membran (z.B. Nitrozellulose), die Inkubation
und folglich Markierung mit fur das Zielprotein spezifischen Antikérpern und einem
weiteren reagenztragenden Anti-Antikdrper zur optischen Ergebnisdarstellung (Towbin et
al., 1979, Renart et al., 1979).

WesternBlotlysate/Proteinlysate:

Die Zellen (ndherungsweise 3x10"5) wurden in 15 ml Falcons Uberfiihrt und zentrifugiert
(Einstellungen: 20° C, 8 min, 1300/min) (Zentrifuge: 6K10/Sigma®). Der Uberstand
wurde verworfen und die konzentrierte Zellmasse vom GefaRboden mobilisiert. Daraufhin
wurden 500 pl RIPA Lyse Puffer (PBS mit 1% Igepal CA-630, 0,5% Sodium-
deoxycholate und 0,1% SDS) sowie je 15 pl Proteaseinhibitor und SOV hinzugegeben
und bei 4° C in schragliegende 15 ml Falcons fur 40min ,,geruttelt. Dies fuhrte zur
Auflosung der Zellstruktur insbesondere der Zellwdnde und einer Verfugbarkeit des
Zytoplasmas inklusive der zelleigenen Proteine. Im Anschluss erfolgte der vollstandiger
Transfer in 1,5 ml E-Cups (Eppendorf tubes) sowie ein erneutes Zentrifugieren der Proben
(4° C, 30 min, 13000/min; Biofuge Fresco/Heraeus). Der proteinhaltige Uberstand wurde
unter Auslassung des Pellets (am Gefallboden befindliches Zellrestmaterial) in neue 1,5
ml E-Cups uberfuhrt. Die hergestellten Protein-Lysate konnten anschlieBend direkt
weiterverwendet werden oder gegebenenfalls bei -80° C eingelagert werden. Kommerzielle
Gewebelysate von menschlichen Hoden dienten der positiven Kontrolle (Abcam
Cambridge, UK).

WesternBlot:

Die Proben wurden wie folgt vorbereitet: x pl Proteinlysat (angestrebt wurde eine
Zielproteinkonzentration von 30 pg) mit 5 pl NUPAGE® LDS Sample Buffer (4x) und 2
pl NuUPAGE® Sample Reducing Agent (10x) mischen, vortexen, zentrifugieren (4-22° C,
15 s, max./min) und fur 10 min bei 70° C im Wasserbad denaturieren (Wasserbad
Kottermann/Walter F.C. Ebel Laboratoriumbedarf), d.h. die Tertidrstruktur der Proteine
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wurde aufgeldst, sodass unterschiedlich lange Polypeptidketten zur Verfligung standen.
Zwischenzeitlich wurden fir die Gelelektrophorese die XCell SureLock™ Mini-Cell und
NUuPAGE® 4-12% Bis-Tris Gele 1,0 mm vorbereitet sowie ein Puffer aus NUPAGE® MES
SDS Running Buffer (20x) angesetzt und hinzugegeben. Die Proben wurden nach
erfolgtem Wasserbad abermals zentrifugiert (Biofuge Fresco/Heraeus) und je 30 pl
denaturiertes Proteinlysat in die entsprechenden Geltaschen pipettiert. Die Elektrophorese
wurde bei einer konstanten Spannung von 195 V gestartet. Diese wurde fur 1 h durch den
Powersupplier: Power Supply Model 250/2,5 von Biorad aufrechterhalten. Die notwendige
Kihlung der Elektrophorese-Apparatur erfolgte, indem die Versuchsanordnung im
Eiswasserbad aufgebaut wurde. AnschlieBend wurden die NUPAGE® 4-12% Bis-Tris
Gele 1,0 mm aus der Verkleidung gel6st und zurechtgeschnitten. Die Gele wurden dann
zwischen (Reihenfolge von auflen nach innen) je 2-3x Sponge Pads, 2x feuchte
handelsiibliche Pappe mit direkter Auflage auf die aktivierte Amersham Hybond ™-ECL™
Nitrocellulosemenbrane gelegt und in das XCell 1™ Blot Module Kit eingefuigt und in die
XCell SureLock™ Mini-Cell eingebaut. Das XCell 1™ Blot Module Kit wurde mit
angesetztem Puffer aus NUPAGE® Transfer Buffer (20x) aufgefullt, die Aulenkammer
mit herkdmmlichen Wasser. Der Blotvorgang, d.h. der Transfer der zuvor separierten
Proteine von dem Elektrophoresegel auf die Nitrocellulosemembran, erfolgte bei konstant
25 V fur 1 h. Die Kuhlung erfolgte mittels Eiswasserbad. AnschlieBend wurde die

k™ inkubiert

Amersham Hybond™-ECL™ Nitrocellulosemenbrane in 25 ml Top-Bloc
(fir mind. 12 h bei 4° C). Dieses sogenannte ,Blocking“ soll unspezifische
Bindungsstellen auf der Nitrocellulosemembran blockieren, um falsch-positive
Bindungsreaktion der spezifischen Antikérper zu vermeiden. Die Top-Block™ Lé&sung
wurde im weiteren Verlauf verworfen und die Amersham Hybond™-ECL™

kTM

Nitrocellulosemenbran mit 10 ml Top-Bloc und 6 pl des jeweiligen primaren

Antikdrpers (siehe Material) fur 3-4 h unter Schitteln bei Lichtausschluss inkubiert. Der
Top-Block™ /Antikdrper-Mix wurde verworfen und die Amersham Hybond™-ECL™
Nitrocellulosemenbrane ingesamt 4-mal 10min mit 25 ml TBS-Tween® Puffer
(Waschpuffer) unter Schiitteln gewaschen, um unspezifisch gebunden Primérantikérper

nach Méglichkeit zu vermeiden. Dann wurde erneut 10 ml Top-Block™ + 1,5 pl sekundar
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Antikorper (siehe Material 2.1.3.) wie bei der Erstinkubation hinzufiigt und 1 h unter
Schiitteln abgedeckt inkubiert. Der Top-Block™/Ak-Mix wurde verworfen und die
Amersham Hybond™-ECL™ Nitrocellulosemenbrane 4-mal 10 min mit 25 ml TBS-
Tween® Puffer (Waschpuffer) unter Schitteln gewaschen. Daraufhin wurde die
Amersham Hybond™-ECL™ Nitrocellulosemenbrane in 6 pl ECL™ Western Blotting
Analysis System (je 3 pl Detektionreagenz 1&2) 1 min unter Schitteln inkubiert. Dabei
sollte nach Mdglichkeit unter moglichst geringer Lichtexposition gearbeitet werden. Die
Amersham Hybond™-ECL™ Nitrocellulosemenbrane wurde dann mit handelsiiblichem
Loschpapier leicht getrocknet und in die rego 18x24cm Entwicklungskammer tberfihrt.
Die Ergebnisse wurden in der Dunkelkammer auf Amersham Hyperfilm™ MP (18x24 cm)
mittels Entwickler Curix 60 Agfa optisch dargestellt. Die Quantifizierung erfolgte tiber die

Quantifizierungssoftware Quantity One von BioRad.

4.4,  MTT Cell Viability Assay

Material:

MTT Cell Proliferation Assay ATCC, Manassas, USA
96-well Platte Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz
Spectrophotometer Tecan, Mannedorf, Schweiz

Der MTT-Assay wird im angloamerikanischen Sprachbereich den ,,colorimetric assays”
zugeordnet, dies sind Experimente, die qualitative und/oder quantitative Unterschiede
durch  Farbwechsel darstellen. Gelbes MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium Bromid, ein Tetrazol) wird in lebenden Zellen zu violettem Formazan
reduziert. Die Quantifizierung erfolgt durch vergleichende Lichtabsorbtionsmessung bei
einer vorgegebenen Wellenldnge im Spectrophotometer. Haufig wird dieses Art der
Versuchsanordnung zur Verifizierung der Zytotoxizitdt von diversen Substanzen

verwendet, da diese zu metabolischen Disbalancen in den Zellen fiihren sollen und auf
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diesem Weg die enzymatische Aktivitat der Zellen senkt und folglich die Intensitat des
Farbwechsels vermindert (Mosmann, 1983, Cory et al., 1991, Bernas and Dobrucki, 2002).
Die mit der jeweiligen CT-Ag spezifischen/unspezifischen RNAI transfizierten
Myelomzelllinien als auch nicht transfizierte Zellen derselben Zelllinie wurden in einer
Konzentration von 3000 Zellen je Well auf eine 96-well Platte mit einem Endvolumen von
100 pl ausplattiert und Uber Nacht bei bei 37° C und 5% CO2 inkubiert. Zur
Nullwertermittlung wurden zusatzlich 100 pl Medium (RPMI s.0.) ausplattiert. Im
Folgenden wurden 10 pl MTT-Reagenz jedem Well, auch den Kontrollen, zugefuhrt und
fur weitere 4 h im Brutschrank bei 37° C und 5% CO2 inkubiert. Wenn nach vier Stunden
die Lilafarbung des Prazipitates deutlich unter dem Mikroskop zu erkennen war, wurden
100 pl ,,Detergent Reagenz“ allen Wells zugefiihrt und dabei sorgsam mit der Pipette
durchmischt. Die Absorption wurde bei 465/540 nm in einem ,Spectrophotometer
gemessen und ausgewertet. Die lediglich mit Medium (RPMI s.0.) gefillten Wells sollten
dabei Werte nahe Null (+/- 0,1) aufweisen.

Bei einigen Versuchsanordnungen erfolgte eine VVorbehandlung der Zelllinien mit 10 nM
Bortezomib oder 20 uM Melphalan fiir 12 Stunden vor Beginn des MTT-Assays.

45.  Tunel Assay

Material:

TUNEL technique APT110 Kit Millipore, Billerica, USA

1% Paraformaldehyde Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz
PBS Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz
Fluoreszenzmikroskop Axioskop 2 Zeiss, Jena, Deutschland

»rerminal desoxynucleotidyl transferase dUTP nick end labelling” (TUNEL) stellt eine
Methodik zum Nachweis von DNA-Fragmenten, wie sie haufig nach einem Zelluntergang

vorzufinden sind, durch eine terminale Markierung eben dieser dar. Mit einem
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Fluoreszenzfarbstoff markierte dUTP-Nukleotide werden durch das Enzym Terminal-
Transferase an die DNA-Bruchstlicke gebunden. Die so markierten Fragmente lassen sich
u.a. mittels Fluoreszenzmikrospkopie darstellen. Auf diese Weise lassen sich neben
apoptotischen Zellen auch solche mit schwerwiegenden DNA-Schadigungen darstellen
(Gavrieli et al., 1992).

Es wurde ,Terminal desoxynucleotidyl transferase* zur DNA-Markierung mit
»Fluorescein-dUTP* genutzt (TUNEL technique; APT110 Kit, Millipore). Die
entsprechend vorbehandelten Myelomzelllinien wurden fiir eine Stunde in 1%
Paraformaldehyd fixiert. Darauf folgte eine zweimalige Waschung in PBS, ein
einstiindiges Abkihlen auf Eis und unter Zugabe der vorgegebenen Menge von 70%
Ethanol eine 18-stlindige Lagerung bei -20° C. Es folgte eine erneute Waschung mit PBS,
dann wurden die Zellen in der vorgegebenen Losung (10 pl TdT Reaction Buffer, 0,75 pl
TdT Enzym, 8 pl Fluorescein-dUTP, 32,25 ul destilliertes Wasser) flr eine Stunde bei 37°
C inkubiert. Erneutes Waschen mit PBS und Zugabe von PI/RNAse-A-Losung flr 30
Minuten bei Raumtemperatur. Die Analyse mit der Durchflusszytometrie als auch mit dem
Fluoreszenzmikroskop erfolgte innerhalb von 3 Stunde.

4.6.  Annexin A5 affinity assay

Annexin A5 affinity assay BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Annexin A5 findet Verwendung bei der Darstellung von an der &uBeren Zellmembran
Phosphatidylserin exprimierenden Zellen. Diese ,duBere” Phosphatidylserinexpression
deutet auf apoptotische zelluldre Ereignisse hin (Koopman et al., 1994, Vermes et al.,
1995)

Die Zellseperation anhand von Annexin Ab-markierten Zellen wurde mittels

Durchflusszytometrie 72 Studen nach Transfektion und somit nach dem jeweiligen
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spezifischen *“genesilencing” entsprechend der Herstellerempfehlungen durchgefiihrt (hier

BD Biosciences, San Jose)

4.7.  Colony formation Assay

Material:

Methocult Medium StemCell Technologies,Koln,
Deutschland

6 Well Platten Nunc, Roskilde, Danemark

Kamera Canon, Krefeld, Deutschland

In dieser Versuchsanordnung erfolgt das Zellwachstum in viskésem Medium, zumeist
basiert dieses auf einer gelierenden Agarkomponente oder anderen hochviskdsen Zusétzen,
wie z.B. der von uns benutzten Methylzellulose. Dieses ,,halbfeste” Medium reduziert die
Zellbewegung drastisch und erlaubt einzelnen Zellen somit die stationare Entwicklung von
Zellklonen, die im Verlauf zu einzelnen Zellkolonien anwachsen. Durch einfaches
Auszéhlen der Kolonien lassen sich vergleichende Aussagen beziiglich der Zellvitalitat in
den jeweiligen Zelllinien machen. Im angloamerikanischen Raum ordnet man dieses
Experiment den sogenannten ,.clonogenic assays“ zu. (Barr et al., 1985, Bradley and
Metcalf, 1966, Broxmeyer, 1984, Dainiak et al., 1985, Dresch et al., 1977, Iscove and
Sieber, 1975, Metcalf, 1977, Pike and Robinson, 1970, Rosendaal et al., 1986)

Die jeweils spezifisch sowie unspezifisch transfizierten Myelomzelllinien als auch die
nicht transfizierten Zellen derselben Zelllinie wurden in einer Dichte von 1000 Zellen/ml
in 1 ml Methylcellulose Medium (StemCell Technologies) in einem 6 Well
Zellkulturschale ausplattiert. Anschlielend wurden die Zellen im Brutschrank bei 37° C
und 5% CO2 inkubiert. Die Auszéhlung der Kolonien mit einer Zellzahl > 40 Zellen
erfolgte zwischen dem Tag 7 und dem Tag 10 nach Kulturbeginn. Die photographische
Dokumentation erfolgte mit einer handelstblichen Digitalkamera.
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4.8. BrdU-Assay

Material:
Biotrak™ ELISA proliferation assay GE Healthcare, NY, USA
microtiter plate spectrophotometer SLT Lab., Achterwehr, Deutschland

Bromodeoxyuridin (5-bromo-2-deoxyuridin, BrdU) ist ein synthetisches Nukleosid, das
sich analog zu Thymidin verhélt. BrdU wird im wissenschaftlichen Umfeld zumeist zur
Detektion von proliferierenden Zellen verwandt (Pike and Robinson, 1970).

Dies basiert auf der F&higkeit von BrdU, sich anstelle von Thymidin in neu synthetisierte
DNA von sich replizierenden Zellen (vorzugsweise in der S-Phase des Zellzyklus)
einzubauen. Mithilfe von spezifischen Anti-BrdU-Antikorpern lasst sich dieser Einbau
nachweisen und erlaubt somit Riickschlisse auf die DNA-Replikationsintensitat einzelner
Zellen, folglich auf die stattgehabte Zellproliferation. Die Antikorperbindung bedarf einer
Denaturierung der DNA-Ketten. Dies erfolgte in der Regel durch Hitze oder
Saureexposition.

Aufgrund der interkalierenden Eigenschaften von BrdU ist die Substanz als potenziell
mutagen einzustufen und erfordert somit entsprechende Vorsichtsmalinahmen beim
Umgang.

In dem von uns genutzten ,Biotrak™ ELISA proliferation assay” wurden die
Myelomzelllinien mit 10 uM Bromodeoxyuridin (BrdU) in den letzten 18 Stunden
Zellkulturzeit behandelt. Nach Fixierung erfolgte die Inkubation mit peroxidasetragenden
Anti-BrdU-Antikorper nach Versuchsvorschrift. Die resultierenden  Immunkomplexe
wurden mittels einfacher Substratreaktion detektiert sowie mittels Absorptionsmessung bei
einer Wellenldange von 450 nm mit dem ,microtiter plate spectrophotometer* (SLT

Labinstruments) quantifiziert.
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4.9. CFSE-Assay

Material:
CFSE
FACS

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
BD Bioscience, Heidelberg,
Deutschland

CFSE, ein Succinimidylester von Carboxyfluorseceindiacetat, ist ein fluoreszierender

Farbstoff, der frei in die Zellen diffundiert und dort an intrazellulare Proteine bindet. Im

Falle von einer Zellteilung verteilt sich der Farbstoff gleichmaRig auf alle Tochterzellen,

folglich vermindert sich mit Fortschreiten der Zahl der Zellteilungen die Intensitat der

intrazellularen Fluoreszenz (Lyons, 2000).

Auf diesem Mechanismus aufbauend kann ein quantitativer Vergleich bezlglich der

Zellproliferation auf einfachem Wege in der Durchflusszytometrie dargestellt werden.

Fur die FACS-Analyse wurden die Myelomzelllinien mit 700 ng/ml CFSE beimpft. Die
Intensitat der resultierenden grinlichen Fluoreszenz wurde mittels Durchflusszytometrie
nach 0, 12, 24, 48 und 72 Stunden Zellkulturzeit gemessen.

4.10. Adhesion Assay

Material:

RPMI-1640 + 0.2% BSA
96-well plates

Fibronectin (20 pg/ml)

RPMI 1640

Chromogen Substrate Solution

Spectrophotometer

Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz
Sigma Aldrich, Buchs, Schweiz
Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
Alpco, Salem, USA

SLT Lab., Achterwehr, Deutschland
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Die Zelladhé&sion ist ein komplexer Prozess, dem viele unterschiedliche molekulare
Interaktionen wie Rezeptor-Liganden-Bindung, Veranderungen im Ablauf intrazelluldrer
»signaling pathways“ und Modulation zytoskelletaler Arrangements zugrunde liegen.

In diesem Sinne misst ein ,,adhesion assay” nicht nur den Kontakt zwischen Zelle und
extrazellularen Adhasionsproteinen, sondern macht auch Aussagen zu anderen zelluléren
Ereignissen (Humphries, 2009).

Der hier verwendete ,,adhesion assay” basiert auf einer kolorimetrischen Detektion und
geht auf Kueng et al. zurlick (Kueng et al., 1989).

72 Stunden nach erfolgter Transfektion der jeweiligen Myelomzelllinien wurden die
entsprechenden Zellen in RPMI-1640 + 0.2% BSA (,,adhesion medium®) in einer
Konzentration von 5x10° /ml tiberfiihrt. Es folgte eine Inkubation des Ansatzes fiir 30 min
bei 37° C sowie eine zweimalige Waschung. Daraufhin erfolgt eine erneute Uberfiihrung
in ,,adhesion medium” mit einer anschlielenden Aussaat in Triplikaten in mit Fibronectin
(20 pg/ml) vorbehandelten 96-well plates. Es folgte eine weitere Inkubation bei 37° C fur
insgesamt 4h. Die sich anschliefende Waschung (4x) mit RPMI 1640 flhrte zu einer
Entfernung disadhédrenter Zellen. Zum Abschluss erfolgt die Auswertung durch
Absorptionsmessung mit ,,Chromogen Substrate Solution” bei 450/620 nm durch das

Spektrophotometer.

4.11. Statistische Analyse

Die statistischen Analysen erfolgten mithilfe der SPSS Software. Der Mann-Whitney-U-
Test bildete die Grundlage fir die Kalkulation der Differenzen der verschiedenen

Versuchsanordnungen. Die Signifikanz wurde fir p < 0,05 festgelegt.
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5.0 ERGEBNISSE

5.1. ,,Gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7

Da eine ausgepragte Sequenzhomologie unter den Mage-A-Proteinen anzunehmen war,
fiihrten wir zunichst eine Uberpriifung der Spezifitat unseres M3H67-Antikérpers durch.
Dabei konnten wir eine spezifische Bindung des genannten Antikdrpers an rekombinanten
MAGE-A3 im WesternBlot nachweisen. Bei den rekombinanten Proteinen MAGE-A2,
MAGE-A4 und MAGE-A12 gelang dies nicht.

Rekombinantes MAGE-AG6 stand uns leider nicht zur Verfugung. Bei einer bekannten
Sequenzhomologie von Uber 95% ist eine Kreuzreaktion jedoch anzunehmen. Dies
beachtend ist in den folgenden Ergebnissen eher von einer Kombination MAGE-A3/A6 zu
sprechen.

In Vorbereitung auf die funktionalen Analysen bezlglich der Proteinfunktion von MAGE-
A3 und MAGE-C1/CT7 im MM wurde zunéchst die regelhafte Expression der genannten
CT-Ag auf Proteinebene mittels WesternBlot nachgewiesen.

Dabei zeigte sich eine regelhafte und deutliche Expression von MAGE-A3 und MAGE-
C1/CT7 in allen 10 untersuchten Zelllinien des Multiplen Myeloms (Grafik 1A),
ersichtlich an den Banden bei 35 kDa (MAGE-A3) sowie 124 kDa (MAGE-C1/CT7) im
WesternBlot.
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Grafik 1A: Expression von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 in 10 Myelomzelllinien

10 Myelomzelllinien wurden hinsichtlich ihrer Expression von MAGE-A3 und MAGE-
C1/CT7 Proteinen mittels Western Blot analysiert. Beta-actin (ACTB) diente zur internen
Kontrolle der Proteinqualitat. Das Proteinlysat von Zellen des menschlichen Hodens
(Testis) diente der Positivkontrolle. Zellfreies Medium (Medium) entsprach der
Negativkontrolle. Zu sehen ist eine durchgehende Expression der genannten CT-Ag in

allen 10 dargestellten Zelllinien.

Da MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 von allen uns zur WVerfugung stehenden
Myelomzelllinien exprimiert wurden, war uns eine Funktionsanalyse durch entsprechenden
Gentransfer in MAGE-negative Myelomzellen nicht mdéglich. Deshalb und aufgrund der
regelhaften Expression von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 in allen uns zur Verfligung
stehenden Myelomzelllinien sollte die funktionale Analytik besagter CT-Ag auf Basis
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eines sogenannten ,,gene-silencing®, d.h. einer Suppression der Proteinexpression mittels
RNAI, unternommen werden. Zu diesem Zweck muss die RNAI in die jeweiligen Zellen
transfiziert, d.h. mittels chemischer Transfektion (kationische Lipofektion), in die
Zelllinien eingebracht werden. In Vorversuchen zeigte sich eine vergleichsweise hohe
Transfektionseffektivitat von 70 — 80% in den Myelomzelllinien Molp-8 und RPMI-8266,
die, wie der Grafik 1A zu entnehmen ist, ebenfalls MAGE-A3 als auch MAGE-C1/CT7
auf  Proteinebene exprimieren. Aus diesem Grund wurden unter anderem diese
Myelomzelllinien fiir die im Folgenden dargestellten Experimente verwendet.

In den sich anschlieBenden Experimenten zum ,,gene-silencing” verwendeten wir mit
MAGE-A3 als auch mit MAGE-C1/CT7 spezifischer RNAi sowie zum Vergleich mit einer
unspezifischen RNAI, auch Kontroll-RNAIi genannt, transfizierte Zelllinien sowie
unbehandelte Zelllinien (im Folgenden nicht dargestellt). Im WesternBlot zeigt sich dabei
eine deutliche Expressionsminderung auf Proteinebene sowohl fir MAGE-A3 (Grafik 1B)
als auch fur MAGE-C1/CT7 (Grafik 1B) fur die spezifische Transfektion sowie eine fast

unverénderte Expression bei Transfektion mit Kontroll-RNA..
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Grafik 1B: ,,Gene-silencing* von MAGE-A3 und CT7/MAGE-C1

Die Myelomzelllinien Molp-8 (linke Spalte) und RPMI-8226 (rechte Spalte) wurden jeweils
mit MAGE-A3 oder MAGE-C1/CT-spezifischer RNAi bzw. mit der sogenannten ,,Kontroll-
RNAI““ transfiziert. In den mit spezifischer RNAi behandelten Zelllinien zeigt sich eine
Abnahme der MAGE-A3- und MAGE-C1/CT7-Proteinexpression, beginnend innerhalb von
48-72h, anhaltend fir mindestens 7 Tage nach erfolgter Transfektion. Dargestellt sind die

entsprechenden WesternBlot-Ergebnisse eines repréasentativen Versuches.

Dabei tritt der ,,gene-silencing” Effekt bei MAGE-A3 am deutlichsten 72 Stunden nach
Transfektion auf (Grafik 1B), bei MAGE-C1/CT7 bereits nach 48 Stunden (Grafik 1B).
In beiden Fallen ist die Unterdriickung der Proteinexpression auch noch nach 7 Tagen
nachweisbar, gleichwohl das ,,gene-silencing” mittels RNAi keinem dauerhaften ,,Gen-
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knock-out* entspricht. Nach ca. 12 Tagen ist ein Rickgang des Effektes zu beobachten
(hier nicht mit dargestellt).

Zudem bewiesen wir die Spezifitdt des ,,gene-silencing”“ von MAGE-A3 und MAGE-
C1/CT7 durch die verwendete RNAI, indem wir , Wechseleffekte” bzw. ein ,,co-gene
silencing” bei anderen Proteinen der MAGE-Familie (z.B. MAGE-A4) als auch bei nicht
zur MAGE-Familie gehdrenden CT-Antigenen (z.B. Ropporin-1 und NY-ESO-1) im
Westernblot ausschlief?en konnten (Grafik 1C).

O

RNAi

MAGE-C1 +124 kDa

MAGE-C2 «+—11kDa
MAGE-A3 =35 kDa
MAGE-A4 <+ 33 kDa
ROPN1 <24 kDa
NY-ESO-1 +23 kDa

ACTB <412 kDa

Kontrolle
MAGE-A3
Kontrolle
MAGE -C1

Grafik 1C: CT-Ag betreffende ,,co-gene-silencing* Effekte

Die dargestellten WesternBlot-Ergebnisse zeigen, dass keine Wechseleffekte im Sinne eines
,,C0-gene-silencing” bei Behandlung mit der spezifischen RNAI fir MAGE-A3 und MAGE-
C1/CT7 bezogen auf andere CT-Ag (hier MAGE-A4, Ropporin-1, NY-ESO-1) in der
Zelllinie MOLP-8 nachweisbar sind. Eine Ausnahme bildet das CT-Ag MAGE-C2/CT10,
das eine Expressionsminderung nach MAGE-C1/CT7-spezifischer RNAi Behandlung
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zeigte. Ahnliches wurde nach ,,gene-silencing” in Zellen der Zelllinie RPMI-8226 unter

Verwendung einer zweiten spezifischen RNAI nachgewiesen.

Dadurch lassen sich die noch im Folgenden dargestellten funktionalen Effekte hinreichend
auf das spezifische ,,gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 zurlckfihren
und kénnen somit direkt in Verbindung mit der zelluldaren Funktion des jeweiligen CT-
Antigens gebracht werden.

Der darstellbare ,,gene-silencing“-Effekt von MAGE-C2/CT10 in Zelllinien, die mit
MAGE-C1/CT7-spezifischer RNAI transfiziert wurden, fuhren wir auf eine ausgeprégte

genetische Homologie der beiden Proteine zurlick (Andrade et al., 2008)

5.2.  Effekte auf die Apoptose

Bei den Versuchen zum spezifischen ,,gene-silencing“ von MAGE-A3 und MAGE-
C1/CT7 zeigte sich bereits 72h nach Transfektion unter dem Mikroskop eine deutliche
Zunahme der Zelluntergange (Grafik 2A) in den Zelllinien, die mit spezifischer RNAI

transfiziert wurden.

A MAGEA3 MA GE-C1

Spezifische
RMAi
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Grafik 2A: Fluoreszierendes Bild nach ,,gene-silencing® im TUNEL-Assay

Dargestellt ist das mikroskopische Bild eines reprasentativen Versuches (TUNEL-Assay)
48-72h nach erfolgtem ,,gene-silencing” von MAGE-A3 bzw. MAGE-C1/CT-7. Die
deutliche grune Fluoreszenz in den Zelllinien, die mit spezifischer RNAI (spezifische RNAI)
behandelt wurden, zeugt von einer grélieren Menge an DNA-Fragmenten und folglich von
einer hoheren Apoptoserate. In der Kontrollgruppe mit unspezifischer RNAi-Behandlung
(Kontroll-RNAI) zeigt sich nahezu kein Effekt.

Die mit Kontroll-RNAi transfizierten  Zelllinien  zeigten  dagegen ein
Wachstum/Apoptoseverhalten, &hnlich dem der unbehandelten, ,,nativen” Zelllinien. Um
die Ergebnisse zu objektivieren und quantitativ darzustellen, wurde ein sogenannter MTT-
Assay durchgefihrt.

Dabei zeigte sich ein deutlicher Rickgang der Anzahl der lebenden Zellen in der
Kontrollgruppen, die mit MAGE-A3 (Grafik 2B) und MAGE-C1/CT7 (Grafik 2B)
spezifischer RNAI transfiziert wurden, im Vergleich zu Kontroll-RNAI transfizierten bzw.

nativen Zellkulturen.
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Grafik 2B: Apoptose nach spezifischem ,,gene-silencing” im MTT-Assay

Die Myelomzelllinien Molp-8 (linke Spalte) und RPMI-8226 (rechte Spalte) wurden jeweils
mit MAGE-A3- oder MAGE-C1/CT7-spezifischer RNAi bzw. mit der sogenannten
,.Kontrol- RNAi* transfiziert. Die Anzahl der lebenden Zellen, die mit der fiir das jeweilige
Gen spezifischen RNAi bzw. mit der KontrolIRNAIi transfiziert wurde, wurde im
prozentualen Verhaltnis zu der Anzahl der unbehandelten und lebenden Zellen (100%)
gestellt. Dargestellt sind die Ergebnisse 72h nach Transfektion von spezifischer RNAI fiir
MAGE-A3 bzw. MAGE-C1/CT7. Es zeigt sich eine signifikante Abnahme des prozentuellen
Zelltberlebens in der Gruppe nach spezifischen ,,gene-silening*, basierend auf den
Ergebnissen des ,,MTT assays“. Die Resultate beruhen auf den Mittelwerten (+/-
Standardabweichung) von drei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten.
Das Sternchen deutet auf den statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen
der unbehandelten, Kontroll-RNAi und spezifischer RNAI (*p<0.05).

Es war jedoch zunéchst unklar, ob diese nachgewiesen Reduktion der Zellzahl auf einen
antiproliferativen bzw. einen proapoptotischen Effekt des spezifischen ,,gene-silencing”
zuruckzufuhren ist.

Zur weiteren Analyse dieser Frage fuhrten wir den sogenannten TUNEL-Assay durch.
Mithilfe dieses Assays gelang es 72h nach Transfektion mit spezifischer RNAI eine
deutlich erhohte Anzahl apoptotischer Myelomzellen in der Gruppe des spezifischen
»gene-silencing” (Grafik 2C) im Vergleich zu den Zelllinien, die mit Kontroll-RNAI
behandelt wurden als auch zu den unbehandelten Zelllinien darzustellen.
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Grafik 2C: Apoptose nach spezifischen ,,gene-silencing* im TUNEL-Assay

Die Darstellung beruht auf den prozentuellen Anteilen von apoptotischen Zellen in MOLP-
8-Zellkulturen. Die Analyse beruht auf den auf Durchflusszytometrie basierenden TUNEL-
Assay und erfolgte 72 h nach Transfektion mit spezifischer RNAi fur MAGE-A3 bzw.
MAGE-C1/CT7. Die Resultate beruhen auf den Mittelwerten (+ Standardabweichung) von
drei unabh&ngig voneinander durchgeftihrten Experimenten. Das Sternchen deutet auf den
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen der unbehandelten Kontroll-
RNAI und spezifischen RNAI (*p<0.05) hin. Der prozentuelle Bezug ist die Gesamtzellzahl.
Das ,,gene-silencing” von MAGE-A3 bzw. MAGE-C1/CT7 fiihrt zu einer signifikanten
Zunahme der Zellapoptosen. Die Histogramme zeigen die Resultate eines reprasentativen
Experiments (y-Achse: nachweisbare Zellen [aufsteigend]); x-Achse: Konzentration
Fluoreszenzfarbstoff markierte dUTP-Nukleotide [anteigend]) im ,,TUNEL-Assay*. Die
Gruppe Kontroll-RNAi wird durch die das graue Areal reprasentiert, die Gruppe
spezifische RNAI durch das schwarze Areal. Auch hier zeigt sich eine deutliche Zunahme
des Nachweises von DNA-Bruchstiicken in der Gruppe der spezifischen RNA. Rechts in der
Grafik ist eine auf Annexin V-Markierung beruhende Zellsortierung mit anschlieBender
Proteinanalyse im Westernblot gezeigt. Im Gegensatz zur Population der apoptotischen
Zellen (linke Spalte) weisen die (Uber)lebenden Zellen eine signifikante
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Expression von dem jeweiligen CT-Ag auf. Ahnliche Ergebnisse zeigten sich unter

Verwendung der Zelllinie RPMI-8226 bei gleicher Versuchsanordnung

Dabei konnten wir zeigen, dass der Verlust des mutmalilich antiapoptotischen Effektes von
MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 Apoptoseraten bis zu 80% provozieren kann (Grafik 2C).
Zur Verifizierung der Effektivitat des ,,gene-silencing® in tberlebenden Zellen wurden,
wie Ublich, die Zellen der entsprechenden Zelllinien mit der jeweiligen RNAI transfiziert,
und nach 72 h erfolgte eine Zellsortierung mittels FACS entsprechend der ,,Annexin V*-
Markierung in die Population der lebenden und der in Apoptose befindlichen Zellen. Die
Analyse beider Zellpopulationen mittels WesternBlot zeigte eine deutliche Expression der
entsprechenden MAGE-Proteine bei den (lber)lebenden Zellen und einen entsprechenden
»Expressionsausfall* bei den apoptotischen Zellen (Grafik 2C, rechtes Bild). Dies spricht
am ehesten dafiir, dass das Uberleben der wenigen Myelomzellen darin begriindet ist, dass
durch die Transfektion nicht alle Zellen erfasst werden kdnnen. Dies entsprache auch der
bereits erwahnte Transfektionseffektivitat.

Bei der Analyse der Ursachen fir die beschriebene Apoptoseinduktion zeigte sich bei
spezifischen  ,gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 eine
Expressionszunahme der Caspase-9 und Caspase-12. Dieser Effekt wurde 48 h nach
Transfektion mit spezifischer RNAI beobachtet und blieb in den Kontrollgruppen aus.
Keine Effekte konnten bei der Expression von Caspase-3 oder -8 dargestellt werden
(Grafik 2D).
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Grafik 2D: Caspasenexpression in Abhangigkeit vom spezifischen ,,gene-silencing*
Dargestellt sind WesternBlot-Ergebnisse. Es zeigt sich, dass es bei entsprechenden ,,gene-
silencing” von MAGE-A3 (linke Spalte) sowie MAGE-C1/CT7 (rechte Spalte) zu einer
Zunahme der Expression von Caspase-12 sowie Caspase-9 nach 48 Stunden (bei MAGE-
Cl/CT7) bzw. nach 72 Stunden (bei MAGE-A3) kommt. Es zeigen sich keine
Expressionseffekte bzgl. Caspase-8 und Caspase-3. Ebenso zeigt sich keine Expression von
(hier exemplarisch dargestellt) Caspase-9 in der Kontrollgruppe. Verwendet wurden
Zellen der Zelllinie MOLP-8.

5.3. ,,Gene-silencing“ bei CD138-negativen Zellen des Multiplen Myeloms

Im Folgenden interessierten wir uns fur die Expression bzw. Expressionsunterschiede von
MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 in CD138-positiven und CD138-negativen Myelomzellen.
Durch Separation dieser Zellpopulationen mittels FACS-Sortierung und anschliel3enden
Expressionsanalysen mittels WesternBlot konnten wir sowohl in der Zelllinie MOLP-8 als
auch KMS-12-BM eine deutliche Expression der besagten CT-Ag nachweisen (Grafik
3A).
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Grafik 3A: MAGE-A3 und CT7/MAGE-C1 Expression in CD138 positiven (+)/
negativen(-) Zellen

Vorangehend erfolgte die FACS-Sortierung nach CD138-positiven (+) und CD138-
negativen (-) Subpopulationen. Im WesternBlot zeigte sich, dass jeweils in den Zelllinien
Molp-8 sowie KMS-12-BM in beiden Subpopulationen (CD138+/CD138-) eine
gleichartige Expression von MAGE-A3 als auch MAGE-C1/CT7 darstellbar ist.
Positivkontrolle waren Zellen des menschlichen Hodens.

In dem sich anschlieBenden ,,Colony formation assay“, mit dem wir das klonogene
Wachstum der Zellpopulationen messen kdnnen, konnten wir zeigen, dass das spezifische
»gene-silencing“ von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 auch in CD138-negativen
Zellpopulationen sowohl bei MAGE-A3 ,,gene-silencing” (Grafik 3B) als auch beim
MAGE-C1/CT7 ,gene-silencing” (Grafik 3B) zur einer signifikanten Reduktion der
Anzahl der Zellkolonien fiihrt.
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Grafik 3B: CD138-negative Zellen nach ,,gene-silencing* von MAGE-A3 und MAGE-
Cl/CT7

Dargestellt sind die Ergebnisse des ,,Colony formation assay*. Die Kolonien der CD 138
negativen Zellen wurden zwischen dem 7-10 Tag nach Versuchsbeginn ausgezahlt. CD
138(-) Zellen der Zelllinien Molp-8 (linke Spalte) und RPMI-8226 (rechte Spalte) wurden
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jeweils mit je zwei RNAI spezifisch fur die CT-Ag MAGE-A3 (obere Zeile) bzw. MAGE-
C1/CT7 (untere Zeile) transfiziert. Die Balken entsprechen jeweils dem Mittelwert
(+Standardabweichung) aus drei unabhéangigen Experimenten. Die Einheit entspricht den
gezahlten Zellkolonien in Kultur. Betrachtet werden unbehandelte Zellen (unbehandelt),
unspezifisch transfizierte Zellen (Kontroll-RNAi) sowie die entsprechend spezifisch
transfizierten Zellen (MAGE-A3 / MAGE-C1/CT7 RNAIi. Der Stern (*) zeigt einen
statistisch signifikanten Unterschied an (*p<0.05). Die mikroskopischen Bilder zeigen
reprasentative Resultate aus einem Experiment. Zu sehen ist, dass das ,,gene-silencing”
von MAGE-A3- als auch MAGE-C1/CT7 zu einer signifikant geringeren Anzahl von

Kolonien CD138-negativen Myelomzellen fuhrt.

5.4. Effekte auf die Proliferation

Im néchsten Schritt sollte die Frage beantwortet werden, inwieweit neben den
apoptosehemmenden Eigenschaften andere zellfunktionale Effekte mit der Expression
bzw. im Umkehrschluss mit dem ,,gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 in
Verbindung stehen. Wir entschieden uns bei dieser Fragestellung fur eine Untersuchung
der Proliferation der Myelomzellen in Abh&ngigkeit von der Expression von MAGE-A3
and MAGE-C1/CT7 mittels BRDU-Assay.

Die Auswertung der Versuchsreihe ergab einen geringen proliferationshemmenden Effekt
bei einem ,,gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 (Grafik 4).
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Grafik 4: Proliferation nach ,,gene-silencing* von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7
Dargestellt sind die Ergebnisse des ,,BRDU-Assay*“. Verwendet wurden Zellen der
Zelllinie MOLP-8. Betrachtet werden unbehandelte Zellen (unbehandelt), unspezifisch
transfizierte Zellen (Kontroll-RNAI) sowie die entsprechend spezifisch transfizierten Zellen
(MAGE-A3 / MAGE-C1/CT7 RNAI). Der Stern (*) zeigt einen statistisch signifikanten
Unterschied an (*p<0.05). Dargestellt sind die Ergebnisse 72 h nach erfolgter
Transfektion (mit spezifischer RNAi als auch Kontroll-RNAi). Sowohl bei spezifischen
,.gene-silencing” von MAGE-A3 als auch MAGE-C1/CT7 zeigen sich antiproliferative
Effekte.

Dabei ist nicht auszuschlieRen, dass die nachgewiesenermaflen erhdhte Apoptoserate in
Kultur nach ,,gene-silencing von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 die Ergebnisse der

Proliferationsmessung beeinflusst haben kénnen.
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Zur Spezifikation der Ergebnisse zum Proliferationsverhalten der Myelomzellen fiihrten
wir ein ,,gating* der nicht-apoptotischen Zellen mittels Durchflusszytometrie durch. Die
Untersuchung mittels CFSE-Assay der Zellpopulationen 72 h nach spezifischer
Transfektion im Vergleich zu der Zellpopulation nach unspezifischer Transfektion mit

Knotroll-RNAI erbrachte dabei keine weiterfiihrenden Ergebnisse.

5.5. Effekte auf die Adhasion

Untersucht wurde das Adhasionsverhalten der Myelomzellen in Abhéangigkeit von der
Expression von MAGE-A3 and MAGE-C1/CT7. Die Interaktion von Stromazellen und
Myelomzellen spielt eine wichtige Rolle, und der Adhésion von Myelomzellen an
Stromazellen kommt auch eine prognostische Bedeutung zu. (Dhodapkar et al., 1998,
Dhodapkar et al., 1997). Bisher konnte fur die Expression von CT-Ag wie CAGE ein
Effekt im Sinne einer erleichterten bzw. vermehrten Zellmigration von Tumorzellen
nachgewiesen werden (Cilensek et al., 2002) sowie dementsprechend ein gen-knock-down
von CT-Ag der SSX-Familie in Zellen des menschlichen Melanoms eine Minderung der
Migrationsfahigkeit derselbigen begriinden (Cronwright et al., 2005).

Der hier beschriebene ,,Adhesion-Assay* mit den Myelomzelllinie Molp-8 und KMS-12-
BM wurde, entsprechend der VVorversuche mit Zellen nach spezifischem ,,gene-silencing”,
mit den Kontroll-RNAI Transfektaten und den nativen Zellen durchgefuhrt. Dabei zeigt
sich bezuglich der Testergebnisse keine Unterschiede in den Vergleichsgruppen, was
nahelegt, dass die Expression von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 keinen bzw. einen in
unserer Versuchsanordnung nicht nachweisbaren Effekt im Adhasionsverhalten des MM
aufweilt.
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Grafik 5: Zelladhasion und ,,gene-silencing*
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Dargestellt sind die Ergebnisse eines ,,adhesion assay* auf Fibronectinbasis. Die

Diagramme der linken Seite zeigen die Ergebnisse fir die Zelllinie KMS-12-BM, die

Diagramme der rechten Seite entsprechende Ergebnisse fiir die Zelllinie MOLP-8.

Verglichen wurde jeweils Zellen nach spezifischen ,,gene-silencing* fur MAGE-C1/CT7

bzw. MAGE-A3 mit Zellen nach unspezifischer RNAi Transfektion (Kontroll-RNAI).

Es zeigen sich keine signifikanten Unterschiede in den Vergleichsgruppen. Unter Zugabe

von Phospholipiden (PL) entsprechend Herstellerangaben kommt es bei steigender

Konzentration zu einer erwartungsgemalen Abnahme der Zelladhdsion in beiden

Vergleichsgruppen.
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5.6. Effekte auf die Chemosensibilitat

Ebenfalls untersucht wurde die Frage nach etwaigen additiven Effekten des spezifischen
»gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 und der gleichzeitigen Behandlung
mit in der Therapie des MM typischen Chemotherapeutika.

In unserer Versuchsreihe wurde die Zytotoxizitdt anhand des oben beschriebenen ,,MTT-
Assays” gemessen. Analysiert wurde jeweils das Apoptoseverhalten unter dem
Chemotherapeutikum Melphalan als auch unter dem neuen Medikament Bortezemib, ein
sogenannter Proteasomeninhibitor, als alleinige Therapie als auch in Kombination mit dem
spezifischen ,,gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7.

Die Versuche ergaben dabei eine Zunahme der Zytotoxizitdt der eingesetzten
Medikamente bei Myelomzell nach spezifischen ,gene-silencing” im Vergleich zur
Einzeltherapie sowohl fir Mephalan (Grafik 6A) als auch Bortezomib (Grafik 6B).
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Grafik 6A&B: Zytotoxizitdt unter der kombinierten Behandlung von ,,gene-
silencing* und Chemotherapie

Dargestellt sind Ergebnisse unter Anwendung eines ,,MTT-Assay*. Verwendet wurden
Zellen der Myelomzelllinie MOLP-8. Betrachtet werden unbehandelte Zellen
(unbehandelt), unspezifisch transfizierte Zellen (Kontroll-RNAI), entsprechend spezifisch
transfizierte Zellen (spezifische RNAiI) mit MAGE-A3 (linke Spalte) und MAGE-C1/CT7
(rechte Spalte) RNAIi, unbehandelte Zellen mit entsprechendem Zusatz von
Chemotherapeutika (Melphalan/Bortezomib), die Kombination von Kontroll-RNAi und
Chemotherapeutikum (Kontroll-RNAi + Melphalan/Bortezomib) sowie die Kombination
spezifischer RNAI (s.0.) und Chemothrapeutikum (Melphalan/Bortezomib). 72 h nach
Transfektion erfolgte eine 12-stiindige Inkubation mit Melphalan (A) oder Bortezemib (B).
Die Untersuchung der Zellvitalitat erfolgte mittels ,,MTT Assay*“. Alle zu untersuchenden
Entitdten wurden prozentual zu der Gruppe der unbehandelten Zellen betrachtet. Die
Resultate beruhen auf den Mittelwerten (+ Standardabweichung) von drei unabhéngig
voneinander durchgefuhrten Experimenten. Das Sternchen deutet auf den statistisch
signifikanten Unterschied der Vergleichsgruppen hin (*p<0,05; **p<0,01). Deutlich zeigt
sich eine Zunahme der Zytotoxizitdt in der Gruppe von spezifischer RNAi +

Chemotherapeutikum.
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6.0 INTERPRETATION&DISKUSSION

In vorangegangenen Studien konnte eine regelméRige und vermehrte Expression von CT-
Antigenen sowohl in Myelomzelllinien als auch in Proben von am MM erkrankten
Patienten nachgewiesen werden (Atanackovic et al., 2007).

Dies berticksichtigend wurde in dieser Arbeit erstmalig eine Funktionsanalyse von CT-Ag

im Multiplen Myelom durchgeftihrt.

6.1. Cancer Testis Antigene und additive Effekte

Es konnte nachgewiesen werden, dass einige CT-Ag funktional Transkriptionsfaktoren
dhneln und ihre h&ufige Co-Expression suggeriert, dass einige Mitglieder dieser
Proteinfamilie die Expression anderer CT-Ag regulieren kénnen (van der Bruggen et al.,
1991, Cho et al., 2002, Wang et al., 2002). MAGE-A3 soll mutmaRlich eine solche
regulatorische Funktion innehaben (Atanackovic et al., 2007).

Diese CT-Ag-Interaktion betreffend wurde auBerdem die Vermutung geéduRert, dass das
CT-Ag NY-ESO-1 einen Bindungspartner von MAGE-C1/CT7 darstellen kénnte (Cho et
al., 2006).

Das ,,gene-silencing” von MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3 zeigte in unseren Versuchen im
Allgemeinen kaum Effekte auf andere CT-Ag und im Speziellen keinen Effekt auf die NY-
ESO-1-Expression im MM. Der einzige zu beobachtende Effekt war ein
Begleitsuppressionseffekt der Expression von MAGE-C2/CT10 beim spezifischen ,,gene-
silencing” von MAGE-C1/CT7. Erklarend scheint dabei die hochgradige Homologie der
beiden zugrundeliegenden Gene (Andrade et al., 2008).

6.2.  Cancer Testis Antigene und Apoptose

Wie beschrieben fuhrte ein ,,gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 im MM

zu einer Verringerung der Anzahl lebender Myelomzellen in vitro.
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Es konnte gezeigt werden, dass insbesondere das spezifische MAGE-A3 und MAGE-
C1/CT7 ,,gene-silencing” im MM einen deutlichen apoptoseinduzierenden Effekt aufweist.
Dies ist vereinbar mit Erkenntnissen, die die MAGE-Proteinfamilie zu den
apoptoseverhitenden Faktoren in Zellen des Melanoms z&hlen (Yang et al., 2007Db).

In Studien an Myeloblastenzelllinien der Maus konnte zudem gezeigt werden, dass
MAGE-A3 eine Bindungsaffinitdt zu Caspase-12 zeigt und unter Stresssituationen des
endoplasmatischen Reticulums deren Aktivitat unterband. Als Effekt dieses Vorganges
wird zusétzlich eine Beeintrachtigung der Aktivitat von, im ,,caspasepathway* folgenden,
Caspase-9 und Caspase-3 beschrieben (Morishima et al., 2002). In dieser Studie wird auch
vermutet, dass eine Uberexpression von MAGE-A3 iber eine Aktivititsabnahme von
Caspase-12 die Toleranz von Tumorzellen der Maus gegentber zelluldrem Stress zunimmt.
Zu beachten bleibt, dass dhnliche Aussagen bzgl. humanen Zellen bisher nicht getroffen
werden konnten und es somit unklar war, ob und/oder inwieweit der MAGE-Proteinfamilie
eine Rolle in der Regulation der humanen ,,caspasepathways* zukommt.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit, insbesondere der deutliche pro-apoptotische
Effekt beim Multiplen Myelom nach ,,gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-
C1/CT7 in Verbindung mit der Zunahme der Expression von Caspase-12 sowie Caspase-9
nach 48 Stunden (bei MAGE-C1/CT7) bzw. nach 72 Stunden (bei MAGE-A3), lasst eine
Verbindungen dieser MAGE-Proteine zu Caspase-12 und -9 im MM des Menschen
wahrscheinlich erscheinen.

Nicht nachgewiesen werden konnte die Induktion der zentralen Caspase-3 im Zuge des
»gene-silencing” von MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7. Die Option, dass der
apotoseinduzierende Effekt eines spezifischen ,,gene-silencing® der untersuchten MAGE-
Proteine unabh&ngig von der in Apoptosemechanismen zentralen Caspase-3 ist, kann aber
nicht ausgeschlossen werden, auch wenn kein darstellbarer Expressionseffekt bzgl.
Caspase-3 in den hier angestellten Experimenten vorlag.

Dies erhartet aber die Vermutung, dass Caspase-12 und Caspase-9 partizipatorische
Faktoren fur den Apoptosemechanismus des menschlichen MM darstellen, zu mindestens
im Zusammenhang mit dem spezifischen ,,gene-silencing von MAGE-A3 und MAGE-
Cl/CT7.
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6.3.  Cancer Testis Antigene und Proliferation

Des Weiteren wurde die Mdglichkeit einer verminderten Proliferationsfahigkeit durch
»gene-silencing” von CT-Ag in Myelomzellen Uberprift. Andere Studien zeigen in vitro
eine Reduktion der Zellproliferation von soliden Tumoren in Abhdangigkeit von der
Expression von CT-Ag (in diesem Fall CAGE) (Cho et al., 2002, Shim et al., 2006).
Zusétzlich wurde in einer Studie gezeigt, dass eine vermehrte Expression von MAGE-
C1/CT7 oder MAGE-A3 bei Patienten mit MM mit einer erhohten Plasmazellenzahl im
Knochenmark assoziiert ist (Jungbluth et al., 2005, Tinguely et al., 2008)

Auch zeigten Microarray-Analysen mit Proben von Myelompatienten, dass eine
Korrelation besteht zwischen der CT-Ag Expression und diversen prognostisch relevanten
Faktoren wie B2-Microglobulinlevel >3.5 mg/l und Chromosome 13 Deletion (Condomines
etal., 2007).

Letztlich konnte in dieser Arbeit unter Berlcksichtigung der erschwerten technischen und
analytischen Gegebenheiten bei einem deutlichen apoptoseférdernden Effekt des ,,gene-
silencing” von MAGE-C1/CT7 und MAGE-AS3 lediglich eine statistisch kaum signifikante
Verbindung der beschriebenen CT-Ag-Expression mit den Proliferationsverhalten des MM
nachgewiesen werden.

Ahnlich Untersuchungen konnten zeigen, dass eine Suppression von MAGE-
Proteinexpression in Mastzellleuk&miezelllinien einen gehduften Verbleib in der S-Phase
und somit einen proliferationsmindernden Effekt aufweist (YYang et al., 2007a).

6.4.  Cancer Testis Antigene und CD138-negative Myelomzellen

Schon seit l&ngerer Zeit wird vermutet, dass im MM eine kleine Anzahl von
teilungsfahigen Vorlauferzellen die Grundlage fur die sogenannte ,,minimal residual
disease” (,,minimale Resterkrankung®) darstellt, d.h. diese Vorlauferzellen regenerieren
laufend eine groRe Anzahl nicht zur Teilung fahiger, ausdifferenzierter Myelomzellen.
Zudem besteht die Annahme, dass diese besagten Vorlauferzellen resistent gegentber

diversen Chemotherapeutika sind, folglich sollen Zellen dieses Zelltyps erheblich zu der
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schlechten Prognose des MM beitragen. Diese Vorlauferzellen konnten sowohl im
Knochenmark von Patienten als auch in Zellkulturen des MM nachgewiesen werden und
sind charakterisiert durch das Fehlen des Oberflichenmarkers CD138 (sogenannten
CD138-negative Zellen) (Matsui et al., 2004).

Die neuen therapeutischen Losungen in der Therapie des MM wie Bortezomib und
Lenalidomide haben signifikante Effekte auf die ,,normalen®, differenzierten malignen
Plasmazellen des MM, jedoch, zumindest in vitro, wenig Wirkung auf die CD138-
negativen Myelomzellen (Matsui et al., 2008). Dieser Umstand mag erklaren, warum diese
Substanzen zu Krankheitsremission fiihren kénnen, aber keine Heilung herbeifihren (Huff
et al., 2006).

Ebenfalls zur Diskussion steht der Umstand, dass CT-Ag, die hdufig nur eine sehr
heterogene Expression in nur einigen Zellen der Tumormasse zeigen, spezifisch auf
Krebsstammzellen exprimiert werden sollen (Costa et al., 2007)

In diesem Zusammenhang konnten wir in dieser Arbeit eine der ersten Darstellungen zur
Expression der CT-Ag MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 in CD138-positiven und den
CD138-negativen Myelomzellen veroffentlichen.

In vorangegangenen Studien wurden Proben von am MM erkrankten Patienten mittels
,Colony formation assays“ untersucht. Es zeigte sich, dass Patientenproben, die unter
diesen Kulturbedingungen zum Wachstum von Vorlauferzellkolonien des MM fiihren, eine
Hochrisikogruppe darstellen, mit einer signifikant kiirzeren Uberlebenszeit als Patienten,
bei denen ein solches Zellwachstumsverhalten nicht zu beobachten ist (Takahashi et al.,
1985).

In unseren Versuchen fiuhrte ein ,,gene-silencing” von MAGE-A3 und/oder MAGE-
C1/CT7 zu einer signifikanten VVerminderung der Ausbildung erwahnter Kolonien. Dies
suggeriert, dass das gezielte Angehen der CT-Ag nicht nur die differenzierten
Myelomzellen tangiert, sondern ebenso die CD138-negativen Myelomzellen, die in
Mitverantwortung gezogen werden sowohl fiir therapeutische Resistenzen als auch die

haufigen Rezidiverkrankungen.
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6.5. Cancer Testis Antigene und Chemotherapie

Eine Kkleine Fraktion von Myelomzellen entzieht sich regelmaRig der
chemotherapeutischen Intervention. Auch neuere Substanzen wie Bortezomib und
Thalidomid/Lenalidomid haben kaum zur Anderung dieses Sachverhalts beigetragen.
Diese MM Zellen verbleiben im menschlichen Knochenmark trotz der sogenannten
»,complete remission” (= kompletter Remission).

Seit Langerem wird die Beteiligung der CT-Ag an dieser Form der Therapieresistenz im
MM diskutiert. Ebenso wird ihnen eine Rolle bei der Persistenz der sogenannten
Residualerkrankung bei menschlichen Krebserkrankungen zugesprochen. Unterstitzt
werden diese Hypothesen von Studien, die bei einer Expression von MAGE- und GAGE-
Genen in Krebszelllinien einen chemotherapieresistenten Phenotyp in vitro nachweisen
konnten. (Duan et al., 2003).

Zusétzlich scheint die Ansprechrate auf Chemotherapie bei Karzinomen des Magens mit
der Expression von MAGE-A1 durch den Tumor zu korrelieren (Suzuki et al., 2007).

Der in dieser Arbeit nachgewiesene deutliche additive Effekt eines ,,gene-silencing” von
MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3 bei Behandlung der Myelomzellen mit den in der
Therapie des MM gangigen Substanzen Melphalan und Bortezomib kdnnte somit neue
Therapieansatze (z.B. spezifische CT-Ag Immuntherapie) bei Therapieresistenzen

gegenber den ublichen Agenzien als auch zur Therapieergédnzung darstellen.

6.6.  Cancer Testis Antigene und neue Therapieanséatze

Natdrlich stellt sich die Frage nach der Moglichkeit der praktischen Umsetzung des hier
getatigten Ansatzes, der die CT-Ag als neue Zielproteine der Myelomtherapie betrachtet.
CT-Ag werden haufig als Ziel immuntherapeutischer Intervention diskutiert, insbesondere
im MM, unter Beriicksichtigung des Expressionsmuster flir CT-Ag scheint dieser Ansatz
vielversprechend (Atanackovic et al., 2009).

Das MM stellt eine Erkrankungsentitat dar, die zumindest teilweise vom Immunsystem

kontrolliert werden kann. Dies wird u.a. dadurch deutlich, dass der therapeutische Erfolg
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der allogenen Stammzelltransplantation zu Teilen auf die Immunreaktion der Spender-T-
Zellen gegen die Zellen des MM zuriickgefiihrt wird. Selbiges gilt fur die Ubertragung von
Spender-T-Zellen, die eine Remission bei Rezidiverkrankung induzieren kdnnen (Tricot et
al., 1996, Orsini et al., 2003).

Ebenfalls gelang der Beweis, dass es zu einer spontanen Bildung von Antikdrpern als auch
zur Ausbildung einer T-Zellimmunitat gegen MAGE-A3 und MAGE-C1/CT7 bei am MM
erkrankten Patienten kommen kann (Goodyear et al., 2008, Goodyear et al., 2005, Curioni-
Fontecedro et al., 2008, Atanackovic et al., 2007). Zusétzlich scheint diese spontan
induzierte ,,(Teil)immunitat* die Prognose der Patienten zu verbessern (Goodyear et al.,
2008)

Diese Erkenntnisse lassen die CT-Ag-spezifische T-Zell-basierte Immuntherapie als eine
mogliche, neue Therapieoption bei der Behandlung des MM erscheinen. Unterstutzt wird
diese Hypothese durch Erkenntnisse, die zeigen, dass eine Immunisierung mit MAGE-A3
bei Patienten mit Melanomen und Lungenkarzinomen sich als sicher und durchfuhrbar
présentierte und zusétzlich eine gewinschte spezifische humorale als auch T-Zellantwort
im untersuchten Patientenkollektiv induziert wurde (Atanackovic et al., 2004, Atanackovic
et al., 2008). Ahnliche Behandlungsansatze befinden sich bereits in klinischen Studien der
Phase 111 und zeigen ein vielversprechendes Potenzial (Brichard and Lejeune, 2007).

Auch der Mechanismus der RNAI wird therapeutisch zunehmend interessanter (Takeshita
and Ochiya, 2006). Als groRe Herausforderung stellt sich dabei der suffiziente Transport
der siRNA in die Zielzelle und die Minimierung von unerwiinschten Nebeneffekten dar
(Takeshita and Ochiya, 2006). Unter anderem wird Atelkollagen als ein mdgliches
Tragermolekdl fur siRNA diskutiert (Minakuchi et al., 2004). Mit Fortschreiten dieser
vielversprechenden Technologie konnten auch die hier untersuchten CT-Ag eine neue

therapeutische Relevanz erhalten.
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7.0 ZUSAMMENFASSUNG

In dieser Arbeit konnte das ,,gene-silencing“ von MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3 in
Zellkulturen des Multiplen Myeloms (MM) entwickelt und erfolgreich etabliert werden.
Unspezifische und ,,co gene-silencing-Effekte* konnte dabei weitgehend ausgeschlossen
werden.

Es wurde gezeigt, dass die Cancer-Testis Antigene (CT-Ag) MAGE-C1/CT7 und MAGE-
A3 relevante Parameter fur die Vitalitdt des MM in vitro darstellen.

Weniger deutlich war die Aussagekraft beziglich des Proliferationsverhaltens in den
entsprechenden Versuchsanordnungen.

Zudem konnte gezeigt werden, dass MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3 sowohl auf CD138-
positiven wie CD138-negativen (vermeintliche Vorlauferzellen) Myelomzellen exprimiert
werden und ein spezifisches ,,gene-silencing” ebenfalls deutliche vitalitdtsmindernde
Effekte auf CD138-negative Myelomzellen in Zellkultur haben.

Auch konnte ein deutlicher additiver Effekt bei der Behandlung mit alten (Melphalan) und
neuen (Bortezomib) therapeutischen Substanzen in Kombination mit dem spezifischen
»gene-silencing” von MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3 in vitro nachgewiesen werden.
Obwohl ein mdglicher Zusammenhang zwischen spezifischen ,,gene-silencing” von
MAGE-C1/CT7 und MAGE-A3 und der Expression von Caspase-12 und Caspase-9
aufgezeigt werden konnte, sind die genauen molekularen Mechanismen nach wie vor
unverstanden.

In Zusammenschau mit Beobachtungen, dass es sich bei dem MM um eine CT-Ag
expressionsstabile und expressionsstarke Malignitat handelt, zusatzlich die Expression
deutliche prognostische Relevanz tragt sowie die Mdoglichkeit zu spezifischen,
induzierbaren Immunreaktion gegeben ist, deutet, auch mit Blick auf die hier présentierten
Ergebnisse ein deutliches therapeutisches Potenzial der CT-Ag MAGE-C1/CT7 und
MAGE-AS3 an.

Ergebnisse dieser Arbeit fanden Verwendung in der Publikation ,,Cancer-testis antigens
MAGE-C1/CT7 and MAGE-A3 promote the survival of multiple myeloma cells* im
Haematologica, May 2010; 95: 785 — 793; Atanackovic et al.
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8.0 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

ACTB
AlloSCT
APAF-1
Apo2L
ASCT
Bak
Bax
BBC3(PUMA)
Bcl-2
Bfl-1/A1
BH

BID

Bid

Bik
CARD
CCND1
CCND3
CD
CD95L
CR
CRAB
CT-Ag
cytoc
DD
DED
DISC
DR
dsRNA
ER
FACS
FADD
FasL
FGFR
FISH

Beta-actin (Name des entsprechenden Gens)
Allogene stem cell transplantation
apoptotic protease activating factor 1
Apo? ligand

autologous stem cell transplantation
BCL2-antagonist/killer
BCL2-associated X protein

BCL2 binding component 3

B-cell lymphoma 2

BCL2-related protein A1(synonym)
Bcl-2 homology

Bcl-2 Interacting domain Death agonist)
BH3 interacting domain death agonist
BCL2-interacting killer

Caspase Recruiting Domain

Cyclin D1

Cyclin D3

cluster of differentiation

CD95Ligand

Complete Remission

Calcium, Renal sysfunction, Anemia, Bone lesions
Cancer Testis Antigene

Cytochrome ¢

DeathDomain

Death Effector Domain

Death-Inducing Signaling Comple)
Death Receptor

doublestrang RNA

endoplasmatischen Retikulum
fluorescence activated cell sorting
Fas-Associating Death Domain-containing protein
FasLigand

fibroblast growth factor receptor

Fluoreszenz in situ Hybridisierung
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GVHD
GvM

Gy

HLA

HtrA2 (Omi)
IAP

ICE

IgA

19G

IL

IMF

IMWG

ISS

mAb

mafB / cmaf
MAGE-A3
MAGE-C1/CT7
Mcl-1
MGUS
miRNA
MM

MR

mRNA
NFkB

ORF

PD

POEMS

PR
RANKL
RISC
RITS
RNA
RNAI
RT-PCR

Graft Versus Host Disease

Graft versus Myeloma

Gray (Radiologische Einheit)

Humanes Leukozyten Antigen

HtrA serine peptidase 2

inhibitor of apoptosis

Interleukin-1R-Converting Enzyme
Immungloblin A

ImmunGlobulin G

InterLeukin

International Myeloma Foundation

International Myeloma Working Group
International Staging System

monoklonale Antikdrper

v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B
melanoma antigen family A 3

melanoma antigen family C, 1

myeloid cell leukemia sequence 1

Monoklonale Gammopathie unklarer Signifikanz
microRNA

Multiples Myelom

Minor Response

messengerRNA

nuclear factor kB

Open Reading Frame

Progressive Disease

Polyneuropathy, Organomegaly, Endocrinopathy/Edema,
abnormalities

Partial Remission

receptor activator of nuclear factor kB ligand
RNA induced silencing complex

RNA-induced transcriptional silencing
RiboNucleic Acid

RNA interference

Reverse Transkriptase Polymerase Chain Reaction

Skin
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sCR
SD
SiRNA
SSX-2
tBID
TNF-a
TNFR1
TRAIL
VEGF
VGPR
WHO
WHSC1(MMSET)

stringend Complete Remission
Stable Disease

small interfering RNA

Synovial Sarcoma X-breakpoint 2
Truncated BID
Tumornekrosefactor-a

TNF receptor 1

TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand
vascular endothelial growth factor
Very Good Partial Remission
World Health Organisation

Wolf-Hirschhorn syndrome candidate 1
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