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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Das multiple Myelom

1.1.1Definition und Haufigkeit

Das multiple Myelom (syn. Plasmozytom, Morbus Kahist eine Erkrankung, bei der es zu
einer klonalen Vermehrung von Plasmazellen im Keoomark und selten auch in anderen
Organen kommt. Die Myelomzellen stammen alle vameeiVorlauferzelle ab und sind
genetisch identisch. Sie produzieren identischen@kimnale) Immunglobuline (monoklonale
Gammopathie), vorwiegend IgG und IgA, die als Pantgine bezeichnet werden. Treten nur
Bruchstiicke der Immunglobuline in Form von Leicliite auf, werden diese als Bence-
Jones-Proteine bezeichnet. Diese Immunglobuling fsinktionsuntiichtig und konnen durch
ihre Anreicherung im Kdrper zu vielen Symptomen Wwoimplikationen fiihren. Es gibt
jedoch auch in 2-3% der Falle asekretorische Myelobas multiple Myelom gehért nach
der WHO-Klassifikation zu den B-Zell-Lymphomen. Diezidenz steigt mit zunehmendem
Alter an und betragt in Mitteleuropa etwa 4/100/0@6r [1]. Bei 80 Mill. Einwohnern betragt
die Anzahl der Neuerkrankungen pro Jahr etwa 320.einem Anteil von 1% aller
malignen Erkrankungen des Menschen ist es einengeBrkrankung, aber es ist das haufigste
primadr am Knochen lokalisierte Tumorleiden. Zudenacht es mehr als 10% aller
hamatologischen Malignome aus [2]. 75% der Patiested bei der Erstdiagnose Uber 60
Jahre alt, das mediane Erkrankungsalter liegt belahren [1], es kdnnen aber auch jungere
Menschen erkranken. Schwarze sind doppelt so hBafrgffen wie Kaukasier.

Es gibt noch weitere Erkrankungen des Formenkresgsmonoklonalen Gammopathie.
Neben bodsartigen Erkrankungen wie dem multiplen Ibtye beinhaltet es auch
Veréanderungen, deren Dignitat zum Zeitpunkt demgbasestellung noch nicht eindeutig zu
beurteilen ist. Gemeinsam ist jedoch in der Melirder Falle die Bildung des M- oder
Paraproteins. Der Grol3teil der Plasmazellerkran&nngt im Skelett bzw. im Knochenmark
lokalisiert. Der Plasmazellklon kann sich aber aagRerhalb des Knochenmarks befinden.
Die Monoklonale Gammopathie unbestimmter Signiflka(MGUS) ist die haufigste
monoklonale Gammopathie und tritt oft als Zufalfsioel auf. Die Pravalenz betragt ca. 3%
aller Gber 50-Jahrigen und ca. 5% aller Uber 70igai [3]. Die Charakteristika einer MGUS

sind das Vorliegen einer geringen Menge an Parajoram Serum (<3 g/dl) sowie ein
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normaler Plasmazellanteil im Knochenmark (wenigker 3%). Weitere Symptome wie
Knochendestruktion, Anamie oder Niereninsuffiziéelzlen. Die MGUS kann jederzeit in ein
multiples Myelom Ubergehen, die Wahrscheinlichligigt bei etwa 1% pro Jahr [4], und
sollte deshalb im Verlauf weiter beobachtet werden.

Das schwelende oder asymptomatische (in Englisostouklering) Myelom nimmt eine
Zwischenstellung zwischen der MGUS und dem multipééyelom ein. Hierbei finden sich
im Serum >3g/dl Paraprotein und im Knochenmark >l188pische Plasmazellen. Die
Veranderungen sind jedoch nicht fortschreitend. Ciig das multiple Myelom
charakteristischen Krankheitszeichen fehlen. Eirergang in ein multiples Myelom ist
jedoch maoglich, deshalb sollte es im Verlauf bebbetcwerden. Das Gesamtrisiko einer
Progression zur symptomatischen Erkrankung beff@¥t pro Jahr in den ersten funf Jahren,
ca. 3% pro Jahr in den nachsten funf Jahren undinl%en weiteren zehn Jahren. Die
kumulative Wahrscheinlichkeit einer Progressiogtlieei 73% in 15 Jahren [5].

1.1.2Klinische Aspekte

Die Diagnose eines multiplen Myeloms gilt als gbeit, wenn alle drei der folgenden
Kriterien vorliegen [6]:
>10% monoklonale Plasmazellen im Knochenmark (Keoomarkaspirations-
zytologie) und/oder Nachweis eines Plasmozytomst@diopsie). Bei asekretorischer
Erkrankung (kein M-Protein) sind >30% Plasmazetiefordert.
Im Serum und/oder im Urin nachweisbares monokle&eotein (Immunfixations-
Elektrophorese)
Vorliegen einer durch das Myelom induzierten Orgesfignktion (eine oder mehr):
- Hyperkalzamie (Serumkalzium >10,5 mg/l oder obeoen\grenze)
- Niereninsuffizienz (Kreatininwert >173 mmol/l ode2 mg/dl)
- Anamie (Hb-Wert <10 g/dl oder 2 g/dl unter der Ndrm
- rontgenologisch fassbare Knochenveranderungen notkenschmerzen oder
Osteoporose
Die Tabelle 1.1 zeigt die Stadieneinteilung nachi®und Salmon [7], diese hat eine gewisse
prognostische Bedeutung und lasst eine grobe Abmsaig der Tumorzellmasse zum

Zeitpunkt der Diagnose zu. Unabhéangige Risikofakiosind die erhdhte Konzentration des
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Serum- 2-Mikroglobulins und der Nachweis bestimmter Vemnohgen des

Tumorzellgenoms.

Tabelle 1.1 Stadieneinteilung des multiplen Myelomsach Durie und Salmon 1975 [7]

Stadium Merkmale

| - Hb>10 g/l
- Kalzium im Serum normal
normale Knochenstruktur oder maximal eine Osteolyse
IgG <5 g/dl bzw. IgA <3 g/dI
Leichtkettenausscheidung im Urin < 4 g/24 Std.

1 zwischen | und Il

mind. eines der folgenden Kriterien:
Hb <8,5 g/dI
erhohtes Serum-Kalzium
mehrere Osteolysen
IgG >7 g/dl
IgA >5 g/dl
Leichtkettenausscheidung im Urin >12 g/dl/24 Std.

Zusatz A | falls Kreatininwert <2 mg/dl (117 pmol/l)
Zusatz B | falls Kreatininwert >2 mg/dl (117 pmol/l)

Der Verlauf der Erkrankung ist sehr heterogen. Dierlebenszeit schwankt in einem weiten
Bereich und ist vom Diagnosezeitpunkt, dem Erkragiestadium und bestimmten
Prognosefaktoren abhangig. Die Diagnose wird dfflig gestellt. Patienten fallen z. B. mit
einer erhohten Blutsenkungsgeschwindigkeit odekBiigchmerzen auf. In der Folge kommt
es durch die zunehmende Knochenmarksinfiltration einer Stérung der normalen
Hamatopoiese und zur Anamie, Neutropenie und Thoaytbpenie. Die im Knochenmark
akkumulierten Plasmazellen kdnnen durch Osteoklaktevierung zur Knochendestruktion
fuhren, so kann es bei Fortschreiten der ErkrankaindgKnochenschmerzen und Frakturen
kommen. Das Ausscheiden der Immunglobuline GbeNi#een kann zur Niereninsuffizienz
fuhren. Durch die eingeschréankte renale Funktioh des Auflésen von Knochensubstanz ist
ein Anstieg des Serum-Kalziumspiegels maglich. Bygperkalzamie verursacht Ubelkeit und
Abgeschlagenheit. Neurologische Komplikationen Il&gnnz.B. durch Rickenmarks-

kompression und Meningitiden hervorgerufen werdender Serum-Eiweil3elektrophorese
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findet sich typischerweise imBereich eine schmalbasige Vermehrung. Dieser sargde
M-Gradient kommt durch das Auftreten monoklonafemunglobuline (M-Protein) zustande.
Da diese Immunglobuline aber keine Abwehrfunktiorabén, kommt es zum
Antikdrpermangelsyndrom, rezidivierende bakteriéiiiekte treten auf.

Es existieren noch einige Sonderformen des Myelodis, jederzeit auch ineinander
Ubergehen kénnen. Dazu gehéren inshesondere:

1. Die Plasmazellenleukamie

Hierbei betragt der Anteil an Plasmazellen am Défgialblutbild Gber 20%. Diese kann
bereits bei der Erstdiagnose eines multiplen Myslorarliegen oder sich im Verlauf der
Erkrankung entwickeln. Die Prognose ist bei einétlenen Uberlebenszeit von 2-6 Monaten
sehr ungunstig.

2. Das solitdre Plasmozytom

Von einem solitdren Plasmozytom des Knochens dpnchn, wenn nur ein einziger
Plasmazellherd im Korper nachgewiesen wird. In erielFéllen kann eine lokale
Strahlentherapie die Symptome bessern oder zu Eigiing fiihren. Trotz lokaler Therapie
neigen diese Plasmozytome jedoch zur Systemisierung

3. Das extramedullare Plasmozytom

Beim extramedullaren Plasmozytom liegen die Plagfiterde aullerhalb des
Knochenmarks. Primar extramedullare Plasmozytomend entweder nur an einer oder
mehreren Stellen auftreten und entweder mit odee dtymphknotenbefall einhergehen. Es
gibt auch sekundare extramedullare PlasmozytoneendRahmen eines bereits bestehenden
multiplen Myeloms auftreten. Meist sind diese extealullar gelegenen Plasmozytome im
Hals-Nasen-Ohren-Trakt gelegen (Nase, Nasennebkm@ro-/Nasopharynx).

4. Morbus Waldenstrom

Kennzeichnend fur den Morbus Waldenstrom ist dasumglobulin M. Die klonalen Zellen,
die das Paraprotein produzieren, sind in den Lymptén, also auRerhalb des Knochenmarks

lokalisiert. Ein Knochenbefall tritt in der Regetht auf.

1.1.3 Therapie und Prognose

Wahrend bei Patienten mit einer fortgeschritten&tadium Il und IIl) oder bereits
symptomatischen Erkrankung in der Regel so schwielinbglich mit der Therapie begonnen
werden sollte, sollte bei Patienten mit MGUS, srdetihg Myelom oder Myelom im
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Stadium | zunachst nur beobachtet werden. Eine #use ist das Auftreten von
Komplikationen in diesen Stadien wie z. B. Nierauniffizienz, AL-Amyloidose oder
Neuropathie. Bei Patienten in den Stadien Il uhddisteht jedoch eine Therapieindikation,
um die Tumorprogression und die damit verbundenescBwverden (z.B. Skelettdestruktion)
zu verlangsamen. Eine Therapieindikation besteht Agtreten mindestens eines der
sogenannten CRAB-KTriterien, diese beinhalten Hypler&mie, Niereninsuffizienz mit einem
Kreatininwert >2 mg/dl, Anamie mit einem Hb-Wert gl unter dem unteren Referenzwert
oder Knochendestruktionen bzw. myelombedingte Qstexse mit Wirbelkorperfrakturen
[1]. Die Chemotherapie steht bis heute im Mittelgumer Behandlung. Die maligne
Erkrankung ist nicht heilbar und der frihe Einsaitaer Chemotherapie in diesen Stadien
gewahrt kein langeres Uberleben oder eine bessaensqualitat. Eine Heilung ist nur in
seltenen Fallen bei Patienten mit einem solidesrtaytom durch Strahlentherapie mdglich
oder bei jungeren Patienten mit einer allogenen mBizelltransplantation nach

Hochdosischemotherapie.

1. Konventionelle Chemotherapie

Der Therapiestandard bei der konventionellen Chkerapie ist die Kombination aus
Melphalan und Prednison (MP-Schema), diese ist &ambundéglich, da die Substanzen als
Tabletten oder Kurzinfusionen gegeben werden kon@erignet ist diese Therapieoption fur
Patienten, die aufgrund ihres biologischen Altedgroanderer Begleiterkrankungen keine
Hochdosischemotherapie erhalten konnen. Melphalann kBlutstammzellen schadigen.
Betroffene, bei denen noch eine autologe Stammaediplantation geplant ist, sollten daher
nicht mit dem MP-Schema behandelt werden. Die mmedidJberlebenszeit nach
konventioneller Chemotherapie betragt etwa 3-4eJfljr Alternativ zu Melphalan kann auch
Bendamustin, ein Alkylans, eingesetzt werden. EHngAnzung dieses Schemas mit neueren
Therapeutika wie z.B. dem Thalidomid oder Borteznmeigte Uberlegenheit gegeniiber dem

alten Konzept [8], auch bei der Erstbehandlungeéitatienten.

2. VAD-Schema

In der Ara neuerer Substanzen hat das VAD-Schemt lkeine Bedeutung mehr. Alternativ
zu Melphalan und Prednison erfolgte friher die l&isandlung mit einer Kombination der
Zytostatika Vincristin, Doxorubicin (Adriblastin)nd Dexamethason. Dieses sogenannte
VAD-Schema fuhrte zu einer Ansprechrate, welche aein MP-Schema vergleichbar war
und bei 60-70% lag [6], die mittlere Uberlebenstagtdennoch nur bei etwa 24 Monaten. Da



Einleitung 6

Vincristin nur intravenos verabreicht werden kaishdiese Therapie stationar durchzuftihren,
aulRerdem sind die Nebenwirkungen gravierender.igteesich zur chemotherapeutischen
Vorbehandlung vor einer StammzelltransplantatignN@ue Substanzen wie Bortezomib und
Lenalidomid (s.u.) zeigten sich jedoch hierbei d&AD-Schema Uberlegen [9]. Zur
Vorbehandlung vor einer Stammzelltransplantationrewd Kombinationen aus neueren
Substanzen und denen des VAD-Schemas denkbar [10].

Wahrend bis in die 90er Jahre mit der konventi@me{Chemotherapie im Wesentlichen nur
ein Therapieansatz fur Myelompatienten zur Verfiggwtand, haben sich in den letzten
Jahren durch die Entwicklung der Hochdosischemagiier mit anschlieRender autologer
Stammzelltransplantation und die Einfiuhrung neueedidamente wie Thalidomid,

Lenalidomid (Revlimid®) und Bortezomib (Velcade®)ied Therapiemdglichkeiten des
multiplen Myeloms sehr gewandelt.

3. Hochdosischemotherapie und autologe Stammazstiptantation

Studien haben gezeigt, dass durch den Einsatz w@phdlan in sehr hoher Dosierung bei
vielen Patienten eine komplette Remission erremdtden konnte [11]. Das Hauptproblem
hierbei liegt in der langer bestehenden Myelosuggiom, dieser versucht man zum einen
durch Gabe von Granulozyten-Kolonie-stimulierenaétbren (G-CSF) entgegenzuwirken.
Zum anderen entnimmt man vor der Hochdosis-Melpthéaapie hamatopoietische
Stammzellen des Patienten, die dann zurlckinfundiewerden (autologe
Stammzelltransplantation). Beste Chancen diesesapte&onzepts haben Patienten, deren
Knochenmark vor der Hochdosistherapie noch nicht stark chemotherapeutisch
vorbehandelt wurde, vor allem nicht mit MelphaleBei diesem Therapieschema sind
Remissionsraten von bis zu 40-50% zu verzeichne?]. [Deshalb gehdrt heute die
Kombination aus Hochdosismelphalan und autologeam8izelltransplantation zu den
Standardtherapieoptionen vor allem bei Patientgari65 Jahren [12]. Bei einem mittleren
Erkrankungsalter von 71 Jahren ist dies kein Thekapzept fur viele Myelompatienten.
Neue Studien haben jedoch gezeigt, dass die Takizilnd Ergebnisse nach
Hochdosistherapie und Transplantation bei alteratie®en vergleichbar sind mit denen
jungerer Patienten [13]. So sollte auch bei altePatienten unter Berlcksichtigung des
biologischen Alters und der Komorbiditdt dieses rapgeschema in Erwagung gezogen
werden. Es besteht auch die Mdglichkeit einer sageten Tandem-Transplantation, hierbei

wird frihzeitig die Hochdosischemotherapie mit #&ger Stammezelltransplatation
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wiederholt. Studien haben gezeigt, dass gerade HRagienten, die nach der ersten
Transplantation keine CR oder VGPR erreicht hattiemch die zweite Transplantation eine

Verbesserung des Gesamtuberlebens erreicht weestenk4].

4. Allogene Stammzelltransplantation

Die Ubertragung von Stammzellen von einem verwandtéer nicht-verwandten Spender
(allogen) stellt derzeit den einzigen kurativen fHpgeansatz fir Myelompatienten dar. Bei
dieser Methode werden die gespendeten Stammzellach neiner hochdosierten
Chemotherapie Ubertragen, indem sie als Infusioabreicht werden. Der Spender sollte die
gleichen Gewebe-Eigenschaften wie der Empfangeerhabieses Vorgehen ist jedoch
teilweise mit erheblichen Komplikationen verbundBie hochdosierte Chemotherapie fihrt
zu einer starken Knochenmarkschadigung und daméizer grof3en Infektionsgefahr. Zum
anderen besteht die Gefahr einer Graft-versus-Reaktion, dabei reagieren vor allem im
Transplantat erhaltene T-Lymphozyten des Spendegergden Empfangerorganismus und
attackieren diesen. Die allogene Stammzelltransqtiam stellt auch bei jingeren Patienten
ein risikoreiches Unterfangen dar. Sie wird dahar lpei jungen Betroffenen durchgefihrt,
fur die ein Spender mit gleichen GewebemerkmalervVaufligung steht und die bereit sind,
dieses Risiko einzugehen. Die Mdglichkeit eineogd#inen Stammzelltransplantation von
einem Familien- oder Fremdspender wird zurzeit Batienten bis zum 60. Lebensjahr
geprift. Es sind zudem sogenannte allogenene Manisplantationen in Erprobung. Es
handelt sich dabei um dosisreduzierte Konditiomgsaprotokolle, bei denen keine
vollstandige Zerstérung des Knochenmarks durchgefliihd somit die Infektanfalligkeit
verringert wird. Die therapieassoziierte Mortalitstt jedoch trotz dieser Dosisreduktion und
einer verbesserten Supportivtherapie deutlich halsedie der autologen Transplantation, mit
10-20% versus 1-3% [1].

1.1.4Neue Therapieoptionen

Thalidomid

Thalidomid verursachte 1961 unter dem Handelsna@wariergan, eingesetzt als Schlaf- und
Beruhigungsmittel, eine Arzneimittelkatastrophe, efa starke teratogene Nebenwirkungen
verursachte. Die Einnahme von Thalidomid fiihrte et der Frihschwangerschaft zu
schweren Missbildungen der Sauglinge an Armen ueithd®, sowie an Augen, Ohren und
inneren Organen. Trotz seiner traurigen Berihmikeder Wirkstoff Thalidomid zu keinem

Zeitpunkt vollig verschwunden. Es sind immunmoduische Effekte dieser Substanz
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entdeckt worden, und es wird bei verschiedenen iraitsbildern eingesetzt, beispielsweise
in der Rheumatologie, Dermatologie, Gastroenteielo@nkologie sowei bei chronischen
Graft-versus-Host-Erkrankungen [15]. Auch bei R#te mit fortgeschrittenem oder
therapierefraktarem multiplen Myelom bewéahrte Téhainid sich als Therapieoption [16].
Seit April 2008 ist Thalidomid auch in Deutschlamdter Berlcksichtigung eines strengen
Sicherheitskonzepts zugelassen. Thalidomid ist iemBination mit MP fur die
Erstlinientherapie von Patienten Uber 65 Jahre d&threnten, die flr eine hochdosierte
Chemotherapie nicht in Frage kommen, zugelassensa& findet es auch in der
Erhaltungstherapie nach autologer Stammzelltransgtian.

Immunmodolatorische Substanzen (IMiDs)

IMIDs sind strukturelle und funktionelle Analogasd€halidomids, die eine neue Klasse von
Immunmodulatoren darstellen und therapeutisch bezimdlichen, autoimmunen und
neoplastischen Erkrankungen eingesetzt werden. s$Wibrken unter anderem auf die
Sekretion inflammatorischer Zytokine, T-Zell-Modtita, Angiogenese und Expression von
Adhéasionsmolekilen [17]. IMiDs werden weniger sedat und neurotoxische
Nebenwirkungen als Thaolidomid zugesprochen.

Lenalidomid (Revlimid®) ist ein Thalidomid-Analogprjedoch mit starkerer In-vitro-
Wirkung als Thalidomid. Lenalidomid hat immunmodolische Eigenschaften und wirkt
unter anderem Uber Hemmung der Angiogenese. ImrGagezu Thalidomid hat es keine
neurotoxischen Nebenwirkungen. Da sich im Tierveingedoch teratogene Nebenwirkungen
zeigten, ist der therapeutische Einsatz von Leaalid nur unter Auflagen mdglich. In
Kombination mit Dexamethason zeigte es eine effekWirkung sowohl bei Patienten mit
neu diagnostiziertem multiplen Myelom als auch Rekzidiv-Patienten [18]. In Deutschland
ist Lenalidomid seit Mitte 2007 als Kombinationstiqge mit Dexamethason bei Patienten
mit multiplem Myelom zugelassen, die bereits einertiWerapie erhalten haben. Gute
Ergebnisse erzielte Lenalidomid auch als ,Firste'ifherapeutikum in Kombination mit
Dexamethason und Clarithromycin [19]. Zudem kanwliRed oral eingenommen werden
und eignet sich gut zur ambulanten Therapie. Einehtwge Nebenwirkung sind
thrombembolische Ereignisse, sodass wahrend dere Gabn Lenalidomid eine

antikoagulatorische Begleittherapie notwendig ist.
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Bortezomib (Velcad®, PS341)

Hierbei handelt es sich um einen Hemmstoff desel@saims in der Zelle. Dadurch wird der
Abbau intrazellularer Proteine verhindert, die délizyklus und somit das Zellwachstum
regulieren. Velcade wurde in Europa im April 2004 Behandlung des multiplen Myeloms
zugelassen, wenn zumindest zwei vorausgegangeneapiéxe durchlaufen wurden und
wahrend der letzten Behandlung ein FortschreiterEdaankung zu beobachten war (Third-
Line-Therapie). Seit April 2005 erweiterte sich diglassung, nun dirfen auch Patienten mit
Velcade therapiert werden, die mindestens eine &abdlung durchlaufen haben (Second-
Line-Therapie) und sich bereits einer Knochenmaridplantation unterzogen haben oder die
fur eine Knochenmarktransplantation ungeeignet.studlem wird es in klinischen Studien
fur weitere Indikationen verwendet, unter anderewmcha in der Therapie weiterer
hamatologischer Malignome oder solider Tumoren. Kio@tionen aus Bortezomib mit
bisherigen oder neuen Substanzen zeigten auclmgstgn Studien eine bessere Wirksamkeit
als die bisherigen Standards [20]. Eine wichtigd aft den Einsatz von Velcade limitierende

Nebenwirkung ist die periphere Polyneuropathie.

1.1.5Zusatztherapie

Eine Langzeittherapie mit Bisphosphonaten ist beodhenbeteiligung indiziert und fuhrt zu
einer Reduktion von Wirbelkdrperfrakturen und Schmea. Bisphosphonate halten
knochendestruierende Prozesse auf, indem sie dierakhivitit der Osteoklasten
unterdriicken. Das mdgliche Auftreten von Osteorsdmo des Kiefers als spezifische
Nebenwirkung ist zu beachten [21].

Oft kommt es bei Myelompatienten zum Antikérpermandies erfordert die regelmalige
intravendse Gabe von Immunglobulinen, um so einenélgen Infektanfalligkeit
vorzubeugen. Die Strahlentherapie wird vor allem Bahandlung der Knochenschmerzen
eingesetzt, auflerdem kann so Frakturen vorgebeegtlew. Bei solitdr auftretendem
Plasmozytom kann es zur Heilung kommen. Bei Anarmsbesondere bei begleitender
Niereninsuffizienz, kann der Einsatz von Erythraioi indiziert sein [22].

Die Anwendung von Interferon-Alpha beim multipleny®om wurde in den letzten Jahren
kontrovers diskutiert. Der Benefit einer InterfeiBahandlung ist gering, zudem profitieren
nur wenige Patienten von dieser Substanz. [23]. edeuTherapeutika mit weniger
Nebenwirkungen und groRerer Ansprechrate haberfénd@ aus den Therapiekonzepten des

Myeloms verdrangt.



Einleitung 10

1.2 Interleukin-6 als Wachstumsfaktor fur das multiple Myelom

Das Zytokin Interleukin-6 (IL-6) ist fur Wachstunmdi Differenzierung sowohl normaler als
auch maligner Plasmazellen von grol3er Bedeutund. [846 und weitere wichtige
Wachstumsfaktoren werden in hohem Maf3e von den tkaronarkstromazellen gebildet
[25]. Diese sind wichtig fur die Entstehung eines muttipMyeloms. IL-6 vermittelt unter
anderem die Expansion von normalen PlasmazellvMerdPlasmablasten) und induziert die
Differenzierung von reifen B-Zellen zu Immunglobubezernierenden Zellen. Es ist der
Hauptvertreter einer Zytokinfamilie, deren Mitglexdalle den gleichen signalvermittelnden
Rezeptor (gp130) benutzen [26]. IL-6 fuhrt nachdBing an seinen spezifischen Rezeptor
(gp80) Uber das gpl30-Molekil zur Aktivierung izelularer Signalkaskaden, die von
Januskinasen (JAK) initiilert werden. Hierbei komestdurch Phosphorylierungsschritte und
Adapterproteine wie SHP-2 zu einer Induktion des/RBRK-vermittelten Signalweges, was
zu einer erhdhten Proliferation flhrt. Zum andesém der JAK-STAT-Weg aktiviert, dieser
fuhrt zur Phosphorylierung von STAT-Transkripticaigren, in erster Linie STAT3. Nach
der Phosphorylierung kommt es zur Translokatiodan Zellkern und zur Transkription von
Zielgenen. Uber diesen Signalweg wird z.B. die Espion der antiapoptotischen Proteine
der Bcl-2-Familie wie Bcl-xL und Mcl-1 reguliert 7228]. Die Signalkaskade ist in
Abbildung 1.1 dargestellt.

gp130

gpso
gpi3

—

| [ |
SHR2 [aS

ERK1/2

STAT3

Proteine der Bcl-2-Familie

Abbildung 1.1 Interleukin-6-vermittelte Signalkaskade Uber den gpl30-Rezeptor mit
anschlieBender Aktivierung des JAK-STAT3- und des Bs-ERK1/2-Signalweges.
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1.3 Polyphenole (Catechine) aus dem griinen Tee

Tee ist neben Wasser das am meisten konsumienan&etuf der Welt. Griiner Tee stammt
aus den Blattern der Pflanze Camellia sinensisaiiw Drittel der Trockenmasse besteht aus
Catechinen, diese gehoren zu den Polyphenolenptgarzur Untergruppe der Flavonoide. Es
gibt verschiedene Catechine wie Epigallocatechgaffat, Epicatechin-3-gallat,
Epigallocatechin, Epicatechin und Catechingallaie rof3te Wirksamkeit besitzt das
Epigallocatechin-3-gallat (EGCG), es macht den @iblles Gesamtcatechingehalts (etwa
70%) des griinen Tees aus. Die Abb. 1.2 zeigt dikirformeln der einzelnen Catechine.

;;\\./OH
N OH HO._ /Q\\T,o\ : _\&/L\OH
HO. !-._\_,/ﬁ"‘\,,f "\\/\ ok \\[?,, ~ g
L ) OH DﬁLI“{Q\w"OH
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OH .
OH
Epicatechin (EC) Epicatechingallat (ECG)
OH
DH _,_5:\'/01-1
/Aw’ HO /o‘\""‘%/"“‘-o...
L S
vuh,- \\ “‘xh,v__,.-aOH T o N
' o'-”\(w—
- L i .
) oo " 0H
OH @

Epligeatechingallat (EGCG)

Catechingallat (CG)

Abbildung 1.2 Strukturformeln der Catechine
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Im schwarzen Tee ist der Anteil an Catechinen adutlgeringer, da aufgrund der
Fermentation die Catechine zu oligomeren Theaf@avieagieren. Catechine sind in geringen
Mengen auch in Schokolade, v. a. Zartbitterschal@l&Veintrauben und Wein enthalten.
Den Catechinen werden zahlreiche gesundheitsftideEigenschaften zugesprochen wie
beispielsweise antibakterielle, antivirale und axitdatve Wirkung. Es soll der
Artheriosklerose praventiv vorbeugen und das Riskardiovaskularer Erkrankungen
reduzieren [29]. Bei Uberfutterten Mausen fiuhrte&5zur Inhibition der Fettleibigkeit und
des metabolischen Syndroms und verhinderte diauBgceiner Fettleber [30]. Aul3erdem hat
es bei Nagern positve Auswirkungen auf den Glukas®d Lipidmetabolismus [31]. In
zahlreichen Studien wurde zudem die antikarzinogemechemotherapeutische Wirkung des
grinen Tees auf viele Tumorarten belegt wie z.Bmbe@rostatakrebs [32], Mamma-
Karzinom [33] und Lungenkrebs [34]. Erste Untersudden deuten darauf hin, dass EGCG
auf Myelomzellen wirkt [35]. EGCG inhibierte das @astum und induzierte Apoptose
sowohl in vitro und als auch in vivo, zudem hakeme Wirkung auf gesunde Zellen. In der
Mayo-Klinik wird EGCG bereits in einer klinischenuslie der Phase /1l bei Patienten mit B-
CLL getestet [36]. In pharmakologischen Dosen &t EGCG gut tolerierbar, dabei kbnnen
folgende Plasmakonzentrationen erreicht werdehgsiab 1.2 [37-39].

Tabelle 1.2 Maximale Plasmakonzentrationen (Cmax) on EGCG bei Menschen, die
bestimmte EGCG-Konzentrationen in Form von Tee oderals Kapseln zu sich
genommen haben (nach Chow et al. [38], Chow et 7] und Yang et al. [39]).

Einnahmedosis Cmax

3 g griner Tee mit 219 mg EGCG in 500 ml Wasser 10m
400 mg EGCG oral als Kapsel 1,74 uM
800 mg EGCG oral als Kapsel 3,32 uM
1200 mg EGCG oral als Kapsel 7,36 UM
Mehrfachdosis: 800 mg EGCG 1x/Tag uber 4 Wo. 0,85 u

Der antineoplastische Effekt des EGCG beruht atérsohiedlichen Mechanismen und ist
komplex. Unter anderem inhibiert EGCG die Angiogenelurch Hemmung der VEGF-
Synthese [40], moduliert die wachstumsfaktorvemitdt Proliferation und induziert Apoptose
und Zellzyklusarrest [41-45]. Zudem greift EGCG zahlreiche Signalwege ein [46-50].
Zudem soll EGCG das Proteasom in der Zellen henjsign
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Die genauen Mechanismen der inhibitorischen Wirkwgigd sehr vielfaltig und noch

weitgehend unklar.

1.4 Zielsetzung der Arbeit

Trotz intensiver therapeutischer Bemihungen halele Yatienten mit multiplem Myelom
noch immer langfristig eine ungunstige Prognosee éiomplette Remission oder gar eine
Heilung wird nur in seltenen Fallen erreicht. Zudemd praventive Maflinahmen nicht
maoglich, da es keine bekannten Risikofaktoren gilatar gab es in den letzten Jahren grol3e
Fortschritte in der Behandlung des multiplen Myedomine kurative Behandlung ist derzeit,
abgesehen von einer allogenen Stammzelltransplamait hoher Mortalitatsrate, nur selten
moglich. Die Hochdosischemotherapie mit autolog&n®nzelltransplantation verbesserte
zwar die Ansprechraten und das Uberleben von Mygétienten, dennoch ist dieser Ansatz
nicht kurativ und tGber 90% der Patienten bekommenRezidiv [6]. Zudem kann dieses
Verfahren meist nicht bei élteren Patienten angeeewerden, und diese machen bei einem
mittleren Erkrankungsalter von 71 Jahren den GibBé&s Patientenguts aus. Bemuhungen
um neue Therapieoptionen sind Gegenstand intendteeschung weltweit. Besonders
schonende Therapieverfahren sind wichtig, die adiltbren Patienten angeboten werden
kénnen.

Der grine Tee ist seit Jahrhunderten ein belieb@strank und beinahe allen
Bevolkerungsschichten auf der Welt zugéanglich. Elebe zurzeit den Wandel zum
therapeutischen Agens. Im Rahmen der vorliegendbeitdsollte die Wirkung des Catechins
EGCG als wichtiger Hauptbestandteil des grinen &eétiumane Myelomzellen untersucht
werden, um so neue therapeutische Optionen funuddiple Myelom zu schaffen. Speziell
sollte der Einfluss des EGCG auf das Wachstum vgeldizellen in vitro untersucht und

maogliche Wirkmechanismen definiert werden.
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2 Material

2.1 Gerate

Geréat Hersteller

Zellzahlgerat Vi-Cell

Beckman Coulter, Krefeld

CO,-Brutschrank, HERAcell240

Kendro, Langenselbold

Steriler Abzug, HERAsafe

Kendro, Langenselbold

Wasserbad Memmert, Schwabach
Eismaschine, AF 200 Scotsman, Herborn
Kuhlschank +4°C Liebherr, Bulle, Schweiz,

Gefrierschrank - 20°C

Liebherr, Bulle, Schweiz,

Gefrierschrank - 80°C

Kirschmann, Kendro, Langenalel

Mikroskop, Auflicht (Axiovert 25)

Zeiss, Oberkochen

Neubauer-Zahlkammer

Optik Labor, Friedrichsort

Photometer (Sunrise)

Tecan, Crailsheim

Rollmixer (SRT1& SRT2)

Stuart, Asbach

Schittler

Gesellschaft fur Labortechnik, Burgwedel

Pipetten: 10, 50, 100, 1000 pl und
Combitip (,Klicker®)

Eppendorf, Hamburg

Pipetus

Hirschman, Eberstadt

Plattenruttler (Titramax 101)

Heidolph (neo labdh&abach

Vortexer (Bio vortex V1)

Lab 4 you, Berlin

Waage (TE15025)

Sartorius, Gottingen

Magnetmixer ( IKAMAG RCT basic)

IKA-Werke, Staufen

Zellschaber

BD Biosciences, Heidelberg

Multifuge (3S/ 2S-R)

Heraeus, Hanau

Mikrozentrifuge Galaxy 7D

VWR International, Darradt

Biofuge pico

Heraeus, Hanau

Bunsenbrenner

WLD-TEC, Géttingen

Durchflusszytometer Cytomics FC500

Beckmann CouKesfeld
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2.2 Westernblot-Zubehor
Zubehor Hersteller

Gelkammersystem

BIO-RAD, Miunchen

Filterpapier BIO-RAD, Minchen
PVDF-Membran BIO-RAD, Minchen
Paraffinstreifen BRAND GmbH + Co KG, Wertheim
Folie Soennecken, Overath

Gummiroller Speedball, Statesville, NC, USA

Power Supply (Power Pac H)

BIO-RAD, Miinchen

Heizblock (SBH 130 D)

Stuart, Asbach

CHEMIDOC XRS Imager

BIO-RAD, Miinchen

Proteinstandard (Precision Plus Prot¥in

Standards, Dual Color)

BIO-RAD, Mlunchen

Substrat fir Lumineszenz (Supersignal

West Dura Extended Duration Substrate

Pierce, Bonn

Trenngel

4 x 667 pul Acrylamid/Bis

3 x 667 ul Tris (1,5 M; pH 8,8)
80 pl SDS (10% wi/v)

4 x 813 ul Auqga dest.

60 ul APS (10%)

6 ul Temed

Sammelgel

667 ul Acrylamid/Bis

1000 pl Tris (0,5 M, pH 6,8)
40 pl SDS (10% wiv)

3 X 764 ul Aqua dest.

20 ul APS (10%)

4 ul Temed

2.3 Puffer und Losungen

Puffer/ Losung

Zusammensetzung/ Hersteller

Lysepuffer

50 mM Tris
120 mM NaCL
20 mM NaF

1 mMEDTA

6 mM EGTA
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15 mM Na-PPi
1 mM Benzamin
1% wi/v Triton X-100

auf 1000 ml Millipore-Wasser
auffullen, steril filtrieren und
autoklavieren

kurz vor Gebrauch zufiigen:
15 mM pNPP
0,1 mM PMSF
0,5 mM Na-Orthovanadat

Transfer-Puffer (Blotpuffer), pH 8,3

25 mM Tris
192 mM Glycin
20% Methanol

zunachst in 1 | Millipore-Wasser
l6sen, pH Kontrolle mit HCL, dann auf
10 | mit Millipore-Wasser auffllen

Tris-Puffer 1,5 M, pH 8,8 (fir PAGE)

36,34 g Tris in 100 ml Millipore-
Wasser losen

pH-Wert mit HCL einstellen
auf 200 ml mit Millipore-Wasser
auffullen

Tris-Puffer 0,5 M, pH 6,8 (fir PAGE)

12,114 g Tris in 100 ml Millipore-
Wasser l6sen

pH- Wert mit HCL einstellen

auf 200 ml mit Wasser auffullen

Lauf-Puffer, pH 8,3

25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1% SDS
in 1 | Millipore-Wasser l6sen, pH-
Kontrolle und dann auf 10 | auffillen

Stripping-Puffer, pH 6,8

62,5 mM Tris
2% SDS

in 800 ml Millipore-Wasser losen,
kurz vor Gebrauch 100 mM (300 ph
Mercaptoethanol auf 50 ml Stripping-
Puffer zugeben

Probenpuffer

0,3 Tris-HCL, pH 6,8
15% SDS (w/v)

50% Glycin (v/v)
0,015% Bromphenolblau

Annexin-V-FLUOS/7-AAD Ldsung

1 ml Ax-Bindungspuffer (=10 Ansatzg
3 pl Annexin-V-FLUOS
8 pl 7-AAD (7-Amino-Actinomycin D)

Annexin-Bindungspuffer

10 mM Hepes/NaOH, pH 7,4
140 mM NacCl
5 mM CaC}
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PBS-T ( 10% Tween)

1 ml Tween in
1000 ml PBS

Physiologische Kochsalz-Losung

Braun, Melsungen

Magermilchlosung

5% Magermilchpulver in PBS, BIO-BA
Milnchen

PBS

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Ficoll- Paqué" Plus

GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala

2.4 Chemikalien, Proteine, Enzyme

Chemikalie Hersteller

DMSO Merck, Darmstadt
MTS/PMS Promega, Mannheim
Acrylamid/Bis Merck, Darmstadt

SDS (10% wi/v)

10% in Aqua dest., Merck, Darmstadt

APS (10%)

10% in Aqua dest., Merck, Darmstadt

Temed Merck, Darmstadt
Coomassie PIU¥ fir Proteinbestimmung |  Pierce, Bonn
Humanalbumin Pierce, Bonn

Methanol Merck, Darmstadt
Ethanol Merck, Darmstadt

-Mercaptoethanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA
BSA Roche, Basel

Trypanblau 0,4%

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Tween

Merck, Darmstadt

Aqua dest.

Braun, Melsungen

Catalase (aus Rinderleber)

Sigma-Aldrich, St. LoMi®, USA

Trypsin-EDTA 0,5%

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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2.5 Plastikmaterial
Material Hersteller

Mikrotiterplatte, Flachboden, steril, 96-
Well

Becton Dickinson Labcare, Heidelberg
Sarstedt, Nimbrech

Zellkulturplatten 6-/24-Well

Sarstedt, NUmbrecht

Sterile Rohrchen: 10 ml, 50 ml

Sarstedt, Nimbrecht

Einfrierrdhrchen

Cryovial Simport, Chambly, Kanada

Pipettierbehaltnisse: 0,5/1/2 ml

Eppendorf, Hargbur

Combitips steril 1,25/2,5/5 ml

Eppendorf, Hamburg

Pipetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, steril

Sarstedt, NUechi

Zellkulturflaschen

BD FalcdlY' (BD Biosciences), Heidelberg

2.6 Kulturmedium

Medium

Hersteller/ Zusammensetzung

RPMI1640 + GlutaMAXM-|

GIBCO/Invitrogen GmbH, Karlsruhe
+ 1% Streptomycin, Penicillin
+ 25 mM HEPES

R10 enthalt zusatzlich 10 % fotales
Kalberserum
R20 enthalt zuséatzlich 20 % fotales

Kalberserum

Kalberserum

Perbio Science, Erembodegem, Belgien

2.7 Pharmaka

Pharmakon

Hersteller

Fortecortin (Dexamethason)

Merck, Darmstadt

Doxorubicin

Hof-Apotheke, Kiel

Velcade (Bortezomib)

Ortho Biotech/ Janssen-CiNgLss
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2.8 Antikorper

Antigen Antikorper/ Firma
Ursprung
Phospho-STAT3 (Tyr 705)|  Maus-IgG Cell Signaling Technology/ New

England Biolabs, Frankfurt/M.

Phospho-STAT3 (Tyr 705)

Kaninchen (polyklonal)

Ceihnaling Technology/ New
England Biolabs, Frankfurt/M.

STAT3

Kaninchen (polyklonal)

Cell Signaling Techogy/ New
England Biolabs, Frankfurt/M.

Phospho-p44/42MAPK
(Thr202/Tyr204)(ERK1/2)

Maus-1gG

Cell Signaling Technology/ New
England Biolabs, Frankfurt/M.

p44/42 MAPK (ERK1/2)

Kaninchen (polyklonal)

Cellgdialing Technology/ New
England Biolabs, Frankfurt/M.

Maus IgG

Ziege, F(aky Fragment,
Peroxidase konjugiert

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove,
PA, USA

Kaninchen 1gG

Ziege, F(ab?y Fragment,
Peroxidase konjugiert

Jackson ImmunoResearch
Laboratories, West Grove, PA,
USA

2.9 Catechine, Zytokine

Substanz

Firma

Epigallocatechingallat (EGCG)

Calbiochem/Merck, Darmstadt
Alexis Biochemicals, Lorrach

Catechingallat (CG)

Sigma-Aldrich, St. Louis, MOSA

IL-6

Biosource, Nivelles, Belgien
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2.10 Signalweginhibitoren

Inhibitor Angriffspunkt Firma

Tyrphostin AG490 | JAK-Kinasen Alexis Biochemicalgjrtach

U0126 MEK1 Alexis Biochemicals, Lorrach

Rapamycin mTOR LKT Laboratories, St Paul, MN,
USA

2.11Zelllinien

Zelllinienname Herkunft Kulturmedium

INA-6 Plasmazellenleukamie R10 + 2,5 ng/ml IL-6
INA-6/Mcl-1 INA-6 transfiziert mit dem Mcl- | R10 + 2,5 ng/ml IL-6
1-Gen
INA-6/Bcl-X INA-6 transfiziert mit dem Bcl- | R10
xL-Gen
L363 Myelom R10
MM1.S Myelom R10
JK-6L Myelom R10
U266 Myelom R10
RPMI18226 Myelom R10
BCBL-1 Primares Effusionslymphom R10
(PEL)
BC-1 PEL R10
BC-3 PEL R10
JSC-1 PEL R10
Ramos Burkitt-Lymphom, EBV-negativ| R10
Raji Burkitt-Lymphom, EBV-positiv R10
HL-60 Promyelozytenleukamie R10
ARH-77 lymphoblastoide B-Zelllinie, R10

EBV-positiv
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1Zelllinien

Alle Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Beglimgen an Sterilbanken durchgefiihrt. Die
Kultivierung der Zelllinien erfolgte im Wachstumsdiem Rosewell Park Memorial Institute
Medium (RPMI) mit 10% f6talem Kalberserum (FBS)eimem Brutschrank mit 6% GDei
37°C. Die Zelllinien INA-6 und INA-6/Mcl-1 wurden ineinem Zusatz von 2,5 ng/ml IL-6
kultiviert. Der Mediumaustausch erfolgte alle 2-3ag€, je nach Zelldichte und
Farbverédnderung (pH-Umschlag) des Mediums. Dazudevur die Zellen zunéchst
mikroskopisch beurteilt, dann ein Teil der Zellegrworfen und die verbliebenen Zellen mit
frischem Medium verdinnt. Adharent wachsende Zeillamrden gelegentlich mit einem

Zellschaber vorsichtig von der Oberflache geldst imfrische Kulturflaschen transferiert.

3.1.2Kryokonservierung von Zellen

Es konnten Zellen eingefroren werden, die nichtnteilorochen benétigt wurden. Die Zellen
wurden hierzu gewaschen, abzentrifugiert (300 W&, 47 Min.) und eine Zellkonzentration

von 2-5 x 16Zellen pro ml Einfriermedium hergestellt. Das Eiafmedium besteht aus 80%
FCS, 10% Zellkulturmedium und 10% DMSO.

Dann wurden die Einfrierrohrchen mit 1-1,5 ml deell&spension gefillt, in einen in

Isopropanol getauchten Behélter gestellt und b@iC8liber Nacht gekihlt. Das Isopropanol
sorgt fur eine gleichmafige Absenkung der Tempematu 1°C pro Minute. AnschlieRend

wurden die Réhrchen in flissigen Stickstoff bei6A® gelagert.

Die Zellen wurden zum Auftauen aus dem flissigerckStoff in ein 37°C warmes

Wasserbad getaucht. Dort konnten sie unter Schiugehnellstmoéglich auftauen. Dann
wurden die Zellen in 10 ml 37°C warmes Wachstumsumedaufgenommen. Es folgten zwei
Waschschritte (300 g, RT, 7 Min.) mit entsprechemd&achstumsmedium, um das DMSO
vollstandig zu entfernen. AnschlielBend wurden déen zur weiteren Kultivierung in eine

Zellkulturflasche ausgesat.
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3.1.3Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung

Zur Zahlung wurden je 20 pl der Zellsuspension udér Trypanblauldésung
zusammenpipettiert und auf eine Neubauerzahlkangeggben. Trypanblau farbt tote Zellen
an, nicht aber Zellen mit intakter Zellmembran. gemahlt wurden zwei GroRquadrate der
Zahlkammer und die Zellzahl und Vitalitat nach faglen Gleichungen bestimmt:

a) Zellzahl:  Zellen/ml= Quadrat 1+2 x 10000

b) Vitalitat: % lebende Zellen= ungefarbte Zellalé Zellen x 100

Als zweite Methode wurde die Vicell-Z&himaschinenlnizt. Hierzu wurden die Zellen in
einer beliebigen Verdinnung gewahlt, diese konmte Geréat Ubernommen werden. Die
Zellsuspension wurde vom Gerat mit Trypanblau vemgheund es wurden 100 Fotos
gemacht, anhand derer dann die Vitalitdt und dieahh der lebenden Zellen bestimmt

werden konnten.

3.2 Isolierung mononuklearer Zellen aus Knochenmark undperipherem
Blut

Die Isolierung mononuklearer Zellen aus dem Blutd ifnochenmark wurde mit einem
Dichtegradienten-Zentrifugationsverfahren durchb#gfiEs beruht auf der unterschiedlichen
Dichte von Zellen. Ficoll ist eine hydrophile Pagsharidlésung und hat mit 1,077 eine
gro3ere Dichte als Lymphozyten und Monozyten. Diessate ist jedoch kleiner als die von
Erythrozyten und Granulozyten. Zur Separation war@® ml Ficoll-Lésung mit 20 ml

heparinisierten Blut oder mit PBS verdinntem Knaocharksaspirat tberschichtet und 30
Min. bei 2000 U/Min. zentrifugiert. Mit einer PastePipette wurden die mononuklearen
Zellen aus dem Interphasering vorsichtig abgesoget in einem Roéhrchen mit PBS
vermischt. Dieses wurde dann bei 1500-1800 U/Mantifugiert. AnschlieRend wurde der
Uberstand verworfen, das Zellpellet wiederum mitSPBermischt und gespiilt. Das
Abzentrifugieren und Waschen mit PBS wurde nochimakwiederholt, dann konnten die

isolierten Zellen weiter verwendet werden.
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3.3 Generierung von Stromazellen

Zur Gewinnung von Knochenmarkstromazellen wurde Haschenmark von Myelom-
patienten verwendet. Die mononuklearen Knochenmatlen wurden in R10-Kulturmedium
aufgenommen und in Kultur gebracht. Die Zellen vagrhadhérent und wurden nach ca. 4-8
Wochen in Kultur verwendet. Dazu wurden sie mit pgip vom Plastik gelést und
anschlielend in die Flachbodenpatten tberfuhrt.déar Test wurden die Myelomzellen am

nachsten Tag dazugegeben.

3.4 Wachstumstest

Es wurden 96-Well-Mikrotiterplatten mit Flachbodeerwendet und Triplikate fur jeden
Wert angelegt. Zuerst wurden die Verdinnungsreikden entsprechenden Substanzen
angelegt, die dann in die Platten einpipettiert dear Die EGCG- und CG-
Verdunnungsreihen wurden in Zellkulturmedium hetgilisund umfassten in der Regel
Konzentrationen von 6,25 pM bis 100 pM, oder je magelllinie auch niedrigere
Konzentrationsstufen bis zu 1,56 uM. Das Gesamtwelu in einem Well betrug 200 pl,
davon waren 100 pl Zellsuspension und 100ul Medisomhig mit Zusétzen wie Inhibitoren,
Zytokinen oder Enzymen.

Die Zellen wurden gezéahlt, abzentrifugiert (16005UMin.) und auf eine Zelldichte von 2 x
10° oder 3 x 10Zellen eingestellt, indem sie in warmes frischesti¢medium aufgenommen
wurden. Bei 100 pl Zellsuspension ergibt sich seailenge von 2 x fzw. 3 x 10Zellen
pro Well. Die Platten kamen dann fur drei Tageen @8rutschrank und wurden bei 37°C und
6% CQ inkubiert. Am dritten Tag wurden die Platten zurgiamikroskopisch begutachtet,
dann wurde das Medium in den Platten einmal ausgeld, indem die Platten abzentrifugiert
wurden (1600 U, 5 Min.). Es war notwendig das EGALG den Platten zu waschen, da dieses
spater mit dem Farbstoff (MTS/PMS), welcher zurtphwetrischen Messung genutzt wurde,
reagieren wurde. Bei Platten ohne Mediumaustaueantkn die photometrisch gemessenen
Werte spater mit entsprechend gemittelten EGCGvieen korrigiert werden. Nach dem
Mediumaustausch wurde 20 pul MTS/PMS pro Well dapeftiert. Die MTS/PMS-Zugabe ist
ein photometrisches Verfahren zur Bestimmung dezahhlebender Zellen. MTS ist das Salz
einer Tetrazoliumverbindung, das zusammen mit eif#aktronen gekoppelten Reagens,
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dem PMS (Phenazinmethosulfat), versehen wurdeMJI& wird von den lebenden Zellen in
ein Formazan-Produkt umgewandelt, welches eine lduRlarbe hat und direkt aus den
Mikrotiterplatten photometrisch gemessen werdemk&ne Umwandlung in das Formazan-
Produkt geschieht durch Dehydrogenasen, die inboksah aktiven Zellen zu finden sind.
Die Quantitat des Formazans ist direkt proportiauealAnzahl der lebenden Zellen. Es folgte
3-4 Stunden nach MTS-Zugabe mit dem Photometeri&umpon Tecan die photometrische
Messung der Platten mit den Wellenlangen 490 nmeditdnm (Referenzwellenlange).

3.5 Westernblot

Western Blotting ist ein Verfahren zum Nachweis Jmoteinen nach elektrophoretischer
Auftrennung und Transfer auf eine Membran. Die &imr& kénnen dann Uber spezifische

Antigen-Antikoérper-Reaktionen nachgewiesen werden.

3.5.1Herstellung von Zelllysaten

Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis oder bei 4°Gahgefihrt. Die Zellen wurden, auf ca. 5 x
10°/ml eingestellt, abzentrifugiert (1600 U, 5 Mirir),1 ml Medium aufgenommen und in 1,5
ml EppendorfgefalRe tberfuhrt. Diese wurden bei 2330r 5 Min. zentrifugiert und danach
der Uberstand komplett abpipettiert. Dann wurde ZAaBpellet mit Lysepuffer versetzt,
anschlieBend der Ansatz 30 Min. auf Eis schitteinkubiert. Danach wurden die
Eppendorfgefale fur 5 Min. bei 13000 U und 4°C dimfiert, der Uberstand (Lysat)

abgenommen und portionsweise bei -80°C eingefroren.

3.5.2Proteinbestimmung (nach Bradford)

Mit der Proteinbestimmung nach Bradford kann detétngehalt einer Lysatprobe bestimmt
werden. Zun&chst wurde eine Standardkurve von D00-1g/ml Protein (Albumin in NacCl)
angefertigt. Dazu wurden in einer Mikrotiterplatt@ pl jeder Proteinverdiinnung mit 250 pl
Reagens (Coomassie Plus Protein Assay) zusamméigip®araufhin wurde die Platte 30
Sek. geschdittelt und dann 10 Min. bei Raumtempenaitubiert.

Anschlie3end folgte die photometrische Messung 385 nm und 700 nm (Referenz-
wellenlange). Dann wurde eine Standardkurve anitEmdwWerte mit Hilfe des Programms

Excel erstellt. Die Lysate wurden zunachst vorvardi (1:10), und 10 ul jeder
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Lysatverdiinnung mit 250 ul Reagens vermischt urel aien beschrieben weiterverfahren.

Die Proteinmengen der Lysate konnten dann miStkendardkurve berechnet werden.

3.5.3Westernblot

Fir die Elektrophorese wurden zuerst Trenngel uachrBelgel angefertigt. Das Trenngel
wurde in die Haltevorrichtung gegossen und mit 10B#anol Gberschichtet. Nach 10-15
Min. Polymerisierung wurde das Ethanol ausgewasclias Sammelgel eingefillt, die
Kamme eingesetzt und dann zum AuspolymerisiereBQL®4in. stehen gelassen. Durch die
Proteinbestimmung nach Bradford (s.0.) waren zawunterschiedlichen Proteingehalte der
einzelnen Lysatproben berechnet worden. Die Lysagmewurde so gewahlt, dass alle
Proben denselben Proteingehalt aufwiesen und awieheitliches Volumen mit Lysepuffer
aufgeftllt. Dann wurde der Probenpuffer in einer 5-¥Yerdinnung zum
Gesamtprobenvolumen hinzugegeben. Die Proben wutden bei 94°C im Heizblock fir 5
Min. denaturiert. Nach Abkuhlen der Proben auf tisrden diese 5 Min. bei 3000 U
zentrifugiert. Dann konnten die Proben in die Galteen einpipettiert werden. Die
Laufkammer wurde mit Lauf-Puffer angefillt und ei@pannung angelegt (10 Min. bei 120
V, danach noch weitere 50 Min. bei 150 V). Ansddied wurden die aufgetrennten Proteine
auf eine PVDF-Membran geblottet (60 Min., 15 Varach wurde die Membran fir 60 Min.
mit 5%iger Magermilchlosung blockiert und anschéie@® der Primarantikdrper in 2- oder
5%-iger Magermilchlésung oder in 5%iger BSA-Losungiegeben und tber Nacht bei 4°C
inkubiert. Nach finffachem Waschen der MembranPBS-T fir jeweils 5 Min. konnte der
Sekundarantikbrper (passend zum Primarantikorpe’j000 verdinnt mit 2%iger
Magermilchlésung zur Membran gegeben werden und Mif. bei Raumtemperatur
einwirken. Dann folgte erneutes Waschen mit PBS-X 6 Min.). Anschlieend wurde das
Substrat fur Lumineszensuntersuchungen auf eineraffipatreifen gegeben und die
Membran mit der geblotteten Seite auf das Subgéiagt. Nach einer Einwirkzeit von 5 Min.
wurde die Membran in eine Plastikfolie gehillt umidt Hilfe eines CHEMIDOC XRS
Imagers dokumentiert. Zur Wiederverwendung wurde Membran zunachst in 100%iges
Methanol gelegt und anschlieBend mit Aqua destpigesDann wurden 50 ml Stripping-
Puffer mit 300 ul -Mercaptoethanol angesetzt und zur Membran gegétesch 30 Min. im
56 °C heil3en Wasserbad wurde die Membran zweimaPB$-T gewaschen und war dann

verwendungsfahig fur weitere Proteinnachweise.
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3.6 Apoptosemessung

Der durchflusszytometrische Nachweis apoptotiscizailen erfolgte mit Hilfe des
Annexinbindungstests. Dabei wird die zellulare \Welgrung in der Frihphase der Apoptose
nachgewiesen, die mit der Translokation von Phdspserin von der zytosolischen auf die
extrazellulare Seite der Plasmamembran einher@at Nachweis erfolgt mit Fluoreszenz-
farbstoff markiertem Annexin-V (Ax), einem Eaabhéngigen Protein, das mit hoher
Affinitdt an Phosphatidylserin bindet. Bei vital@ellen mit intakter Zellmembran ist eine
Interaktion zwischen Annexin-V und dem zytosolispérichteten Phosphatidylserin nicht
maoglich. Mit Verlust der Membransymmetrie kann sihnexin-V auch an das zytosolisch
gerichtete Phosphatidylserin nekrotischer Zellendén. Nekrotische Zellen sind damit
ebenfalls Annexin-positiv. Die Unterscheidung voekmotischen und apoptotischen Zellen
basiert auf der Anfarbung nekrotischer Zellen niteen DNA-interkalierenden Farbstoff,
dem 7-Amino-Actinomycin (7-AAD), der nur in nekrstihe, nicht aber in apoptotische
Zellen mit intakter Zellmembran eindringen kann.eDiZellen wurden hierzu mit
entsprechenden EGCG-Konzentrationen in 24-WelkéHanit einer Zelldichte von 3 x 1
1,5 ml Medium (= 2 x 1Uml) angesetzt und zwei Tage im Brutschrank inkuabi@anach
wurden die Zellen in spezielle FACS-ROhrchen Ubwtfiabzentrifugiert, 1x mit PBS
gewaschen und dann in 100 pl Annexin-V-FLUOS/7-AADsung resuspendiert. Diese
Losung enthalt 1 ml Ax-Bindungspuffer (fir 10 Arag), 3 pl Annexin-V-FLUOS Reagens
und 8 ul 7-AAD. AnschlieRend wurde der Ansatz 10Mif. bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach der Zugabe von 0,4-0,6 ml Bindungspuffer kerthé Analyse am Durchflusszytometer
(Cytomics FC500, Beckmann Coulter, Krefel@startet werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Wirkung von Epigallocatechingallat (EGCG) auf das Wachstum
hamatopoietischer Zellen

Der grune Tee erlebt zurzeit den Wandel vom badeligetrank zum Heilmittel. Besonders
das Catechin Epigallocatechingallat (EGCG) ist as dnteresse der Forschung gerickt.
EGCG gehort zur Untergruppe der Polyphenole, dia eatin Drittel der Trockenmasse des
grinen Tees ausmachen. Das EGCG macht etwa 70@&edasnt-Catechingehalts des grinen
Tees aus und ihm wird Uberwiegend die gesundhaisidide Wirkung zugeschrieben. Um
die Wirkung von EGCG auf das Zellwachstum in vitZrountersuchen, wurden die Zellen in
96-Well-Platten Uber drei Tage mit EGCG KkultivieDie EGCG-Konzentrationsstufen
umfassten 6,25/12,5/25/50 und 100 puM. Das verwend&CG wurde hierzu in Wasser oder
DMSO aufgel6st und in einer Stockldsung von 10 mél -20°C portionsweise eingefroren
und fur die Versuche jeweils frisch aufgetaut. Ben Ansatzen wurden als entsprechende
Kontrolle eine Verdiinnungsreihe mit DMSO oder Wassstellt. Nach drei Tagen wurden
die Platten mit MTS/PMS markiert und photometrisisgewertet. In den Abbildungen
angegeben sind entweder die direkten Messwerteopiigschen Dichte (OD) bei 490 nm
(Mittelwerte der Triplikatkulturen) oder die Prozemrte, wobei als 100% das Wachstum der
Zellen in Medium ohne EGCG gesetzt wurde. Der Héhalken entspricht der

Standardabweichung.

4.1.1 Wechselwirkung zwischen EGCG und MTS im Wachstumst

Im Vorversuch ohne Zellen war nach MTS-Zugabe zu &SCG-Verdinnungen eine

deutliche Reaktion zu erkennen (Abb. 4.1). Es wueitlekonzentrationsabhéngiger Anstieg
der optischen Dichte (OD) gemessen, obwohl in diedéersuchsansatz keine Zellen
vorhanden waren. Zu erklaren ist dieser Effekt dudee chemischen Eigenschaften des
EGCG und dem Prinzip des MTS-Tests.
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Abbildung 4.1 Wirkung des EGCG ohne ZellenDargestellt ist ein Versuchsansatz nur mit
Medium ohne Zellen. Die Abbildung stellt die Mitwadrte aus Triplikatansatzen eines
reprasentativen Experiments d&yie MTS-Zugabe erfolgte nach 72 Std. Inkubatiortszei
dann 4 Std. spater die photometrische MessungstEsin deutlicher Anstieg der optischen
Dichte durch Wechselwirkung zwischen MTS und EGQGerkennen. Die Fehlerbalken
entsprechen der Standardabweichung.

Um zu verhindern, dass durch diese Wechselwirkatgrli positive Ergebnisse entstehen,
wurden zwei unterschiedliche Korrekturansatze vedeé Eine Mdoglichkeit war, die
Rohwerte der photometrischen Messungen spater ddibzlng von EGCG-Leerwerten zu
korrigieren. Diese EGCG-Leerwerte entstanden dumbmittelte Werte aus drei
Versuchsansatzen des EGCG ohne Zellen. Als zwdéditeyungansatz wurde vor der
photometrischen Messung das Medium ausgetauscletziHiwurden die Platten zuerst
zentrifugiert, dann das Medium abgenommen und disrethes Medium ersetzt, sodass das
EGCG vor der MTS-Zugabe aus dem Medium weitgehenfémt war. Die Abb. 4.2 zeigt
einen Wertevergleich dieser beiden Korrekturmodigiten am Beispiel der Zelllinie L363.
Das Wachstum der Zellen wird durch EGCG inhibiempbei beide Korrekturansatze
Ubereinstimmende Resultate ergeben.
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Abbildung 4.2 Wertevergleich der Korrekturansatze an Beispiel der L363.Zum einen
wurde ein kompletter Mediumaustausch durch Abzentrifugievorgenommen, und zum
anderen die Ergebnisse im Nachhinein durch AbzugBGCG-Leerwerten korrigiert. Beide
Versuchsansétze zeigen die gleiche Tendenz undsah&den sich nicht signifikant in ihrem
Ergebnis.

4.1.2\Wasser- und DMSO-Kontrolle

Entsprechend der EGCG-Verdinnungen wurden jewedsséf- oder DMSO-Kontrollreihen
durchgefuhrt, um zu sehen, ob das Losungsmittaingl schon einen Effekt auf das
Zellwachstum hat. Die Wasser- oder DMSO-Kontrollaren stets unauffallig. Beispielhaft
sollen Versuchsanséatze mit den Zelllinien JK-6L w363 sein. Wahrend EGCG ab einer
Konzentration von 25 uM einen Ruckgang der optiscBehte (OD) verursachte, war das
Zellwachstum bei den einzelnen Wasser- und DMSOui¢tan gleich bleibend dem
Wachstum in Medium ohne EGCG. Somit stellte wedes Wasser noch das DMSO einen
limitierenden Faktor fir das Wachstum der Zellem. ddie Abb. 4.3 und 4.4 zeigen die
direkten photometrischen Ergebnisse. Die OD unditdaoch die Anzahl lebender Zellen
bleiben auf einem Niveau.
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Abbildung 4.3 EGCG und Wasserkontrolle am Beispielder Myelomzelllinie JK-6L.
Steigende Wasserkonzentrationen haben keine Auswgdn auf das Zellwachstum, die
optische Dichte (OD) bleibt unverandert auf einemeldu. Unter 50 uM und 100 uM EGCG

ist das Zellwachstum vollstdndig inhibiert. Angegeb sind die Mittelwerte aus
Triplikatkulturen.
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Abbildung 4.4 EGCG und DMSO-Kontrolle am Beispiel cer Zelllinie L363. Das DMSO
zeigt keinen Einfluss auf das Wachstum der Zeltke, Werte der OD sind unter steigenden
DMSO-Konzentrationen stabil. Unter 50 uM und 100 [B¥6CG ist das Zellwachstum
ganzlich gehemmt. Gezeigt sind die Mittelwerte auglikatkulturen.
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4.1.3Wirkung von EGCG auf humane Myelomzelllinien

Die Wirkung von EGCG wurde an verschiedenen, in.Abb dargestellten Myelomzelllinien
getestet, der JK-6L, MM1.S, INA-6, U266, L363 uner RPMI8226. In allen verwendeten
Myelomzelllinien wirkte das EGCG dosisabhangig tarisch auf das Wachstum. Das
Zellwachstum war bei EGCG-Konzentrationen im Bdrewon 25-50 pM auf die Halfte
reduziert. Die RPMI8226 erwies sich als relativisent gegeniiber dem EGCG, es sind sehr
hohe EGCG-Konzentrationen von ca. 100 uM nétig,das Wachstum der Zellen erfolgreich

zu hemmen.
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Abbildung 4.5 EGCG-Wirkung auf Myelomzellen im MTS-Wachstumstest. In aller
Zelllinien war eine deutliche Inhibition des Zellgbsstums durch steigende EGCG-
Konzentrationen zu erkennen. Derd®Vert lag meist im Bereickhwischen 25 uM und *
UM EGCG. Die RPMI8226 erwies sich als relativ unéngdich. Zelllinie INA-6 wurde mi
IL-6 kultiviert. Als Kontrolle wurde das Zellwachstum in Medium wendet. Angegebt
sind die Mittelwerte von Triplikatkultutren mit d&tandardabweichung.

Neben dem MTS-Test, einem photometrischen Verfahremurde auch eine
Vitalitatsbestimmung mit Trypanblau durchgefufimypanblau farbt tote Zellen blau an. Zur
Auswertung wurde das Zellanalysegerét Vi-Cell (Beakn Coulter, Krefeld) verwendet.

Dieses mischt die Zellsuspension mit Trypanblastedit 100 Fotos der Zellen und kann so
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zwischen lebenden und toten Zellen unterscheidahaAd dieser Aufnahmen werden dann
die Vitalitdt und die Anzahl der lebenden Zellerstbemt. Bei diesem Versuch wurden
Zellen der Linien MM1.S und INA-6 verwendet. Dielléa wurden gezahlt, abzentrifugiert
und auf 1 x 1@ml eingestellt. Dann wurden sie in jeweils 10 ref dorbereiteten EGCG-
Mediumverdiinnungen (12,5/25/50 uM) aufgenommen iandulturflaschen tberfihrt. Nun
wurden jeden Tag nach Anfarben mit Trypanblau dedled gezahlt und die Vitalitat
bestimmt. Die Abb. 4.6 zeigt die Ergebnisse demMitsbestimmung. Wie zuvor in den
MTS-Tests wird deutlich, dass EGCG-Konzentrationem 25 pM und 50 uM die Anzahl
lebender Zellen deutlich inhibiert. Bereits am emsTag ist das volle Ausmal der Inhibition
zu erkennen, bei beiden Zelllinien ist die Vitaliguf ca. 10% bis 20% abgefallen. Bei 12,5
MM EGCG ist die inhibitorische Wirkung ebenfallsutleeh, es ist ein Riickgang der Vitalitat

um etwa 50% am Tag 1 zu verzeichnen.

200 - m—mmm e

% vitale Zellen
% vitale Zellen

Tag0 4h Tagl Tag2 Tag3 Tag4 Tag0 4h Tagl Tag2 Tag3 Tag4

—p—ndedium —m—EGCG 125 WM ——EGCG 25 UM —e—EGC G 50 Uk

Abbildung 4.6 Vitalitatsbestimmung mit Trypanblau tber vier Tage.Bereits nach 24 Std.
ist sowohl bei der MML1.S als auch bei der INA-6armt GCG-Konzentrationen von 25 pM
und 50 pM das Zellwachstum annahernd vollstandigibiert. Angegeben sind die
Mittelwerte von 100 Fotos aus einer Kultur.

Betrachtet man die Anzahl der lebenden Zellen, Wesdtétigt, dass das Zellwachstum unter
EGCG-Einfluss deutlich eingeschrankt ist (Abb. 4Bgreits am ersten Tag ist die Anzahl der
lebenden Zellen unter 25 pM und 50 uM EGCG bei fdstl. Im Versuchsansatz mit
Medium alleine zeigte sich im Verlauf eine deutéickellproliferation. Demnach stimmen die
Ergebnisse der Vitalitatsbestimmung und die Zahldag lebenden Zellen tberein und die

Resultate aus den MTS-Tests werden bestétigt.
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Abbildung 4.7 Bestimmung der Anzahl lebender ZellenSowohl bei der MM1.S als auch
bei der INA-6 zeigten sich unter EGCG-Konzentragioivon 25 uM und 50 uM bereits nach
24 Std. beinahe keine lebenden Zellen mehr, wahdedellen im Medium ohne EGCG
proliferieren konnten. Angegeben sind die Mitteligeder Zahlungen aus 100 Aufnahmen
einer Kultur.

4.1.4Wirkung von EGCG auf andere hAmatopoietische Zellhien

Um das Spektrum der EGCG-Wirkung in einem noch gréf Mal3e zu erfassen, wurden
weitere hamatopoietische Zelllinien, insbesonderynBohatischen Ursprungs gestestet.
Unter anderem wurde EGCG an den Burkitt-LymphonmezellRamos, Raji, der
lymphoblastoiden B-Zelllinie ARH-77 und der HL-68iner Promyelozytenleuk&mie, getestet
(Abb. 4.8). Die Burkitt-Lymphomzelllinien Ramos un@daji zeigten sich sehr sensitiv
gegenuber dem EGCG. Am empfindlichsten war die Rarbereits bei 6,25 uM EGCG war
kein Zellwachstum mehr zu erkennen. Auch bei ddliizie Raji zeigte sich bei 6,25 pM
EGCG eine Wachstumsinhibition von etwa 50%. Die ARHwar im Gegensatz dazu relativ
unempfindlich und zeigte erst bei einer Konzentratvon 50 uM eine Reaktion auf das
EGCG. Die HL-60 zeigte ab 25 uM EGCG einen deudlickinknick im Zellwachstum.
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Abbildung 4.8 EGCG-Wirkung auf andere hamatopoietiche Zelllinien im MTS-Test.
Sehr sensitiv zeigte sich die Ramos (EBV-), bei deltlinie Raji (EBV+) zeigte sich das
Zellwachstum bei 6,25 uM EGCG etwa um die Halfdumert. Die HL-60 zeigte bei 25 uM
EGCG einen deutlich Einbruch im Zellwachstum. Amsistentesten erwies sich die ARH-77,
erst bei 100 uM EGCG zeigte sie einen deutlichers&initt im Zellwachstum.

EGCG wurde auch an Primaren Effusionslymphomen JRjetestet, welche eine besondere
Spezies von B-Zelllymphomen darstellen und in manciCharakteristika den malignen
Plasmazellen ahnlich sind. Kennzeichnend fir diésken ist die Positivitat fir humanes
Herpesvirus-8 (HHV-8), manche von ihnen sind auBard&EBV-positiv. Hierzu wurden die
Zelllinien BC-1, BC-3, BCBL-1 und JSC-1 verwendete Werte aus den MTS-Tests wurden
im Nachhinein durch Abzug von EGCG-Leerwerten kgperit. Die EGCG-Leerwerte wurden
aus drei Ansatzen gemittelt. Die Abb. 4.9 zeigtigebnis aus Triplikatkulturen. Auch diese
Zelllinien sind durch das EGCG in ihrem Wachstund Gtberleben gehemmt. Die BC-3 und
JSC-1 waren relativ sensitiv, dersiENert lag bereits im Bereich von 12,5 bis 25 pyM E&C
Die BC-1 und BCBL-1 hingegen zeigtensiNVerte, die etwas hoher bei 25- 50 uM EGCG
lagen. Die Empfindlichkeit der Zelllinien korreltericht mit dem EBV-Status (Tab. 4.1).
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Abbildung 4.9 Die Wirkung von EGCG auf Primare Effusionslymphome.Alle PEL
zeigten sich sensitiv auf EGCG. Diesierte lagen im Bereich zwischen 12,5 uM und 50
UM. Angegeben sind die Mittelwerte aus Triplikatkwén eines reprasentativen Experiments.

Tabelle 4.1 EBV-Status der PEL-Zelllinien

Zelllinie EBV-Status EGCG ICso
Wert
BC-1 positiv 25-50 uM
JSC-1 positiv 12,5-25 uM
BCBL-1 negativ 25-50 uM
BC-3 negativ 6,25-12,5 uM

4.1.5Wirkung von EGCG auf normale hamatopoietische Zella

Um der Frage nachzugehen, wie EGCG sich auf Nicimdrzellen auswirken wirde,
wurden mononukleare Zellen aus peripherem Blut édechenmark mit und ohne EGCG
kultiviert und nach drei Tagen die Vitalitdt bestnn Die verwendeten Proben stammten von
Patientenmaterial, bei dem in der immunzytologischiatersuchung eine Tumorinfiltration

ausgeschlossen werden konnte.
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Die Abb. 4.10 (A) zeigt die EGCG-Wirkung auf Zellawmis dem peripheren Blut (PBMC)
eines Patienten mit Verdacht auf B-CLL. Die durakfizytometrische Analyse ergab einen
Anteil von 20% B-Zellen, welche polyklonalen Urspgs waren, sowie eine normale T-
Zellverteilung. Bei dieser normalen Zellpopulatidam es auch unter hohen EGCG-
Konzentration zu keinem Vitalitatsverlust. Die ABHLO (B) zeigt den Einfluss von EGCG
auf Zellen aus dem Knochenmark (KM) eines Patiemé@nPlasmozytom drei Monate nach
autologer Stammzelltransplantation. Im Durchflussmeter wurden keine malignen
Plasmazellen gefunden. Unter hohen EGCG-Kontzéotiet kam es in diesem

Versuchsansatz jedoch zum Rickgang der Vitalitat.

A) PBMC B) KM
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Abbildung 4.10 Effekt von EGCG auf normale Zellen.EGCG hat keine inhibitorische
Wirkung auf PBMC (A). Auf mononukleare Zellen ausnd Knochenmark (B) hat es einen
negativen Einfluss auf die Vitalitat.

4.2 Mechanismen der EGCG-Wirkung

4.2.1 Induktion von Apoptose

Die Wirkung von EGCG auf Myelomzellen wurde hingicth der Fahigkeit Apoptose zu
induzieren untersucht. Hierzu wurden INA-6-Zellemez Tage lang mit und ohne EGCG in
den Konzentrationen von 25 pM und 50 uM behandedtwurden auch DMSO-Kontrollen
entsprechend der EGCG-Konzentrationen durchgefiétmschlieBend wurden durch einen
durchflusszytometrischen Nachweis die apoptotischetellen mit Hilfe des

Annexinbindungstests dargestellt und gemessen Higebnis ist in Abb. 4.11 zu sehen. Im
Feld links unten sind jeweils in den einzelnen Daagmen die lebenden Zellen zu finden
(7TAAD AX’), im rechten unteren Quadranten sind die frihagigehen Zellen dargestellt
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(7TAADAx™) und oben rechts im Feld die spatapoptotischeteZg AAD'Ax"). Unter A)
sind unbehandelte INA-6-Zellen verwendet wordesp ahne EGCG, es sind nahezu 60%
lebende Zellen zu verzeichnen. Das Diagramm unjezegyt das Ergebnis von Zellen, die
ohne IL-6 angesetzt wurden. Die Zelllinie INA-6 bcht IL-6 zum Uberleben [52,53], in
diesem Versuchsansatz ohne das lebenswichtge b wie erwartet daher ca. 90%
apoptotische Zellen vorhanden. Desweiteren sielnt uméer C) und E) die Versuchsansatze
mit 25 pM und 50 uM EGCG und die dazugehodrigen DM&htrollen unter D) und F).
Unter 25 uM EGCG (C) sind 68,8% apoptotische Ze#larsehen. Unter 50 uM EGCG (E)
sind es 94,8% apoptotische Zellen, lebende Zeller81®% sind unter dieser hohen EGCG-
Konzentration nur noch gering vorhanden. Die Apsptessungen der DMSO-Kontrollen
zeigten im Gegensatz dazu deutlich mehr lebendéerZejedoch ist unter der hdheren
DMSO-Konzentration mit 31,3% lebenden Zellen einensehrankung der Vitalitat
zuerkennen, unter dieser Konzentration zeigten siith 66% apoptotischen Zellen eine
erhohte Apoptoserate im Vergleich zu unbehandelegien.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass mit stergeBG&CG-Konzentration die
Apoptoserate zunimmt, mit 25 pM EGCG sind es 70% onit 50 uM EGCG bereits 95%
apoptotische Zellen. Auch die Apoptosemessung ImiRerchflusszytometrie bestétigt somit
die Ergebnisse der MTS-Tests und der Trypanblausiez EGCG hemmt deutlich das

Wachstum der Myelomzellen und induziert Apoptose.
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Abbildung 4.11 Induktion von Apoptose bei INA-6-Zelen. Unbehandelte Zellen, also ohne
EGCG, zeigen die gro3te Anzahl lebender Zellen gan60% (A). Ohne IL-6 sind wie
erwartet viele apoptotische Zellen vorhanden (B3i B5 uM und 50 pM EGCG ist im
Gegensatz zu unbehandelten Zellen eine hohe Apaptesvon 68,8% (C) und 94,8 (E) zu
verzeichnen.
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4.2.2Einfluss von EGCG auf IL-6-induzierte Signalwege

Interleukin-6 (IL-6) ist ein wichtiger Wachstumstak fir humane Plasmazelltumore [24]. Es
ist ein Zytokin, welches bei normalen B-Zellen eD#ferenzierung bewirkt. Auf maligne
Plasmazellen hat es hingegen eine proliferative amdapoptotische Wirkung. Es sollte die
EGCG-Wirkung auf IL-6-abhangige Signalwege getestetden. Hierzu wurde die Zelllinie
INA-6 verwendet, die IL-6 abhangig wéchst, sie hegt@exogen zugefuhrtes IL-6 (2,5 ng/ml)
zum Kulturmedium.

Zuerst sollte ermittelt werden, ob IL-6 die Zelkeor dem Effekt des EGCG schitzen kdnne.
Um zu sehen, welche Wirkung unterschiedliche ILd@hKentrationen auf das Zellwachstum
der INA-6 unter EGCG-Einfluss haben, wurde diesdllidie in einem MTS-Test mit
verschiedenen EGCG- und IL-6-Konzentrationen Ubezi d'age inkubiert. Die IL-6
Konzentrationen lagen bei 2,5/10 und 20 ng/ml,EHBCG-Verdiunnungsreihe umfasste 6,25/
12,5/25/50 und 100 uM EGCG. Das Ergebnis zeigt Abh2.

1,0 T -mmmmmm e
08 L b T
T
0,6 + . | -|—— ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
8 O IL-6 2,5 ng/ml
04+ B HEE @ IL-6 10 ng/ml
W IL-6 20ng/ml
0,2 + - - - -l -
0,0
0 6.25 125 25 50 100

EGCG [uM]

Abbildung 4.12 Einfluss von unterschiedlichen IL-6Konzentrationen auf die EGCG-
Wirkung bei INA-6-Zellen. Hohere IL-6-Konzentrationen kénnen die Zellen nicht der
inhibitorischen Wirkung des EGCG schitzen. Unter &l 100 puM EGCG war das
Zellwachstum vollstandig inhibiert.

Im Versuchsansatz ohne EGCG ist zu sehen, dassireen Zusatz von 2,5 ng/ml IL-6 die
Zellen am besten gewachsen sind, unter den héliei@i#onzentrationen von 10 ng/ml und
20 ng/ml wuchsen weniger Zellen, die OD ist kleir@hne IL-6 wirden die Zellen nicht
wachsen, es zeigt sich aber keine stetige ZunaheseWachstums bei steigenden IL-6

Konzentrationen. Unter EGCG-Einfluss ist kein bessaVachstum der INA-6-Zellen unter
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hoheren IL-6-Konzentrationen zu verzeichnen. E®iisé signifikante Wachstumshemmung
ab 25 uM EGCG vorhanden. Bei EGCG-Konzentrationem $0 pM und 100 pM ist kein
Zellwachstum zu verzeichnen. IL-6 bietet den Zel#so keinen Schutz vor EGCG, die
EGCG-Wirkung ist unabhangig von der IL-6-Konzeritnat

Um die inhibitorische Wirkung des EGCG auf IL-6-8&dwege néher zu untersuchen,
wurden Westernblotanalysen mit den Zelllinien INA#&d MM1.S durchgefiihrt. Beide
Linien sind IL-6-responsiv. Es sollte untersuchtraéen, ob EGCG den IL-6-Signalweg
hemmt und wenn ja, an welcher Stelle es eingrsitthe Abb. 1.1). Speziell untersucht
wurden der Transkriptionsfaktor STAT3 und die RBeémgige MAPK ERK1/2. Ziel war es,
zu erforschen, ob EGCG die Phosphorylierung unditsdia Aktivierung der STAT3 und
ERK1/2-Proteine hemmt. Zur Vorbereitung wurdenZigden einen Tag lang in serumfreiem
Medium (RO) gehalten. Am nachsten Tag wurden zu dellen die jeweils angegebenen
Mengen an EGCG bzw. DMSO als Lésungsmittelkontrdliezugegeben und 2 Std.
inkubiert. Danach wurde zu jedem Ansatz IL-6 hirefiigt, 10 ng/ml bei der INA-6 und 50
ng/ml bei der MM1.S, mit Ausnahme einer Kontrol@o]. Nach 15 Min. Stimulationszeit
wurde die Zellsuspension abzentrifugiert, gewasalah die Zelllysate wurden hergestellt.
Die Ergebnisse der Westernblotanalysen sind in Ad8 und Abb. 4.14 dargestellt.

IL-6 + EGCG (uM)
Cu 0 625 12 25 50 100I

F . "'T"'i"'—'

phosphoSTATS3 -

STAT3 -————-—_—

ERK1/2 —

Abbildung 4.13 Westernblot der INA-6. Die Kontrolle (Co) stellt Zellen ohne IL-6-

Stimulation dar, es ist keine STAT3-Phosphoryligrau verzeichnen. Es kommt zu einem
Ruckgang der IL-6-induzierten STAT3-Phosphoryligyununter steigenden EGCG-
Konzentrationen. Die ERK-1/2-Phosphorylierung istath EGCG nicht inhibiert.
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In den INA-6-Zellen ist nach IL-6-Stimulation im Ygeich zur Kontrolle das STAT3-Protein
stark phosphoryliert. Unter EGCG war ein Ruckgareg &TAT3-Phosphorylierung zu

beobachten, der dosisabhéngig ist. Das STAT3-Ggsatein war in jeder Probe zu finden.
Bei der MAPK war sowohl das phosphorylierte als haugas nicht-phosphorylierte

Gesamtprotein in jeder Probe zu finden. Dies deddéetufhin, dass dieser Teil des IL-6-
Signalwegs in der INA-6 nicht von EGCG inhibiertreki

Bei der MM1.S (Abb. 4.14) war unter EGCG ebenfadl;m Rlckgang der STAT3-

Phosphorylierung zu erkennen. Zusatzlich ging ddKE2-Phosphorylierung mit steigender
EGCG-Konzentration zurtick. Wie auch bei der INAedgt sich bei der MM1.S ohne IL-6-

Stimulation keine STAT3-Phosphorylierung bei demkolle (Co). Bei der MM1.S wurde

zusatzlich Tyrphostin AG490 verwendet, ein JAK-mitor, der den STAT3-Signalweg

inhibiert, und der MAPK-Inhibitor U0126. Beide delh als Positivkontrolle dienen. Bei
U0126-Vorbehandlung war die Phosphorylierung deKBRlIstandig verschwunden, das
AG490 schien hingegen nur geringfligig die STAT34pmrylierung zu hemmen, was auf
eine geringe Aktivitat des Inhibitors zurtickzufumist. Bei der DMSO-Kontrolle waren noch

phosphorylierte Proteine vorhanden.

phosphoSTAT3

STAT3

phosphoERK1/2

ERK1/2

Abbildung 4.14 Westernblot der MM1.S.EGCG hemmt den STAT3- und den ERK1/2-
Signalweg. Co: Zellen ohne IL-6-Stimulation: D: DRSKontrolle (entsprechend 50 uM
EGCG); AG: AG490 (50 pM); UO: U0126 (50 pM). Ohné-@ ist keine STAT3-
Phosphorylierung zu erkennen. Unter steigenden E®&Qzentrationen zeigt sich eine
Abnahme der ERKZ1/2-Phosphorylierung. Die STAT3-Phasylierung ist ebenfalls
reduziert, wenn auch nur in geringem Mal3e.
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4.2 .3Einfluss von Stromazellen

Um der In-vivo-Situation der Tumorumgebung im Knesmaher zukommen, wurden INA-6
Zellen zusammen mit Knochenmarkstromazellen kwdttviund mit EGCG behandelt.
Stromazellen umgeben die Plasmazellen im Knochdnmad sezernieren eine Reihe von
Zytokinen und Wachstumsfaktoren, die das WachstemRlasmazellen unterstitzen. Die
Knochenmarkstromazellen wurden aus dem Knochenm@arkMyelompatienten gewonnen.
Dazu wurden die mononukledren Zellen 4-8 WocherRi®-Medium Kkultiviert bis eine
adharente Zellpopulation ausgewachsen ist. FiMdachstumstest wurden die INA-6-Zellen
mit den Stromazellen 72 Std. inkubiert. Zur Auswed mittels photometrischer Messung im
MTS-Test wurden die nicht adharent wachsenden INZeltlen aus der Kokultur abpipettiert.
Wie Abb. 4.15 zeigt, ist trotz der Anwesenheit \@tnomazellen das Wachstum der INA-6-
Zellen durch EGCG stark inhibiert. Die Stromazelkemnten keinen Schutz vor der EGCG-
Wirkung bieten.

e

0,0

0 6,25 12,5 25 50 100
EGCG [puM]

Abbildung 4.15 INA-6 nach Kokultur mit Knochenmarkstromazellen unter EGCG-
Einfluss. Die nicht abhérent wachsenden INA-6-Zellen wurdenpghotometrischen Messung
mittels MTS-Test aus der Kokultur abpipettietas Zellwachstum ist trotz Stromazellen
deutlich inhibiert. Die Kokulturzeit betrug 72 Std.

Die Bilder in Abb. 4.16 veranschaulichen das Zedliastum der INA-6 in Kokultur mit

Knochenmarkstromazellen ohne und mit EGCG, sietamden durch Abfotografieren der



Ergebnisse 43

Zellkulturen am Mikroskop. Unbehandelt ist starkésllwachstum zu verzeichnen (A),
wahrend unter 100 uM EGCG die Zellen weitgehencstagben sind (B).

A) unbehandelt B) 100 uM EGCG

Abbildung 4.16 INA-6 mit Knochenmarkstromazellen. A unbehandelt, B) mit 100 uM
EGCG (mit freundlicher Unterstitzung von Frau PD DrSg&bens, Klinik fir Innere Med. ).

4.2.4Rolle von anti-apoptotischen Proteinen der Bcl-2-Failie

Um den Einfluss von anti-apoptotischen ProteinenBi#-2-Familie zu untersuchen, wurden
neben der Plasmazelllinie INA-6 zusatzlich Derivdieser Zelllinie untersucht, die mit dem
Mcl- und Bcl-xL-Gen stabil transfiziert sind undede Proteine im Vergleich zur INA-6-Linie
Uberexprimieren. Es handelt sich hierbei um antipgqtische Proteine, welche vor Apoptose
schitzen. Sie kdnnen durch IL-6 induziert werded sind wahrscheinlich mitverantwortlich
fir das unkontrollierte Wachstum und die Chemotesisdieser Zellen. Wahrend die INA-6
und die INA-6/Mcl-1 noch eine IL-6-Zugabe zum Medilendtigen, wachst die INA-6/Bcl-
xL unabhangig von IL-6. Sowohl die INA-6 als aucie dNA-6/Mcl-1 und INA-6/Bcl-xL
reagierten sensitiv auf das EGCG (Abb. 4.17), Ggs-Wert lag bei allen um ca. 25 uM bis
50 uM EGCG. Die Uberexpression von Bcl-xL und Mckdnnte also die Myelomzellen
nicht vor der inhibitorischen Wirkung des EGCG dezkir. Dieses Ergebnis entspricht dem
Resultat aus 4.2.2, wonach IL-6, auch in hoherenzKnotrationen, die Zellen nicht schitzen

kann.
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Abbildung 4.17 INA-6, INA-6/Mcl-1 und INA-6/Bcl-xL mit EGCG. INA-6 und INA-
6/Mcl-1 mit 2,5 ng/ml IL-6 im Medium. Die anti-aptgiischen Proteine wie Mcl-1 und Bcl-
XL bieten keinen Schutz vor EGCG.

4.2.5Rolle von freien Sauerstoffradikalen

EGCG soll unter anderem Uber die Bildung reakivaunerstoffradikale (ROS) seine Wirkung
entfalten [54,55]. ROS umfassen Sauerstoffionegie fRadikale und Peroxide. Es handelt
sich um instabile, sehr reaktionsfreudige Verbirghm Ein dramatischer Anstieg dieser
Sauerstoffmetaboliten im Medium wirkt sich schadlfér Zellen aus (oxidativer Stress) und
es sind Kettenreaktionen mdglich. Um der These nagghen, dass EGCG zur Bildung von
ROS im Medium fihrt, wurde das Enzym Catalase vedse Catalase kann oxidativen
Stress verringern, indem sie das flur die Zellemstde Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff und
Wasser umsetzt nach der Gleichung;@H O, + 2H,0. Catalasen finden sich in fast allen
aerob lebenden Organismen, vor allem in den Pewes der Leberzellen. Die

Fragestellung war, ob ein gleichzeitiger Einsats @&mzyms Catalase die Zellen vor der
Wirkung des EGCG schitzen konnte, unter Catalasesst@midann ein verbessertes
Zellwachstum vorhanden sein.

So wurden MTS-Tests durchgefuhrt und beim Ansatrstudie Zellen mit der Catalase
(100U/ml) 30 Min. im Brutschrank inkubiert und dahadie EGCG-Verdinnungen

hinzugegeben. Nach drei Tagen erfolgte dann diewArsng der Platten mittels

photometrischer Messung.
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Die Catalase hatte eine ganz unterschiedliche Wgkauf die einzelnen Myelomzelllinien
(Abb. 4.18). Einen deutlichen Effekt der Catalaad snan eindrucksvoll bei der Zelllinie
L363. Bei EGCG-Konzentrationen ab 25 puM, bei dedenlL363 kein Zellwachstum mehr
zeigt, ist unter Catalase ein Uberleben der Zellebeobachten. Auch bei der MM1.S, U266
und RPMI8226 war die inhibitorische Wirkung des BE&@urch Catalase aufgehoben. Es
scheinen also reaktive Sauerstoffverbindungen indidde durch EGCG gebildet zu werden,

die durch die Catalase neutralisiert werden.

0O ohne Catalase
MM1.S m it Catalase RPMI8226

Abbildung 4.18 Effekt von Catalase auf die EGCG-Wikung. Die Inhibition durch EGCG
[LM] ist aufgehoben, Catalase zeigte bei allen ¥@ilinien einen schitzenden Effekt.

Uberraschend war, dass der schiitzende Effekt dxaSa in diesem MaRe bei der INA-6
und JK-6L nicht beobachtet werden konnte (Abb. ¥.1®diglich bei niedrigen EGCG-
Konzentrationen scheint die Catalase die INA-6-efelleilweise zu schiitzen, bei der JK-6L

hingegen ist unter Catalase sogar teilweise eilesteres Zellwachstum zu erkennen.
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A) INA-6 B) JK-6L

0 6,25 125 25 50 100

0O ohne Catalase
W it Catalase

Abbildung 4.19 INA-6 und JK-6L mit EGCG und Catalase. Bei der INA-6 erkennt man
unter den niedrigeren EGCG-Konzentrationen [pM]astwesseres Wachstum mit Catalase,
bei der JK-6L zeigte sich mit Catalase eher scldgel Wachstum. Unter 100 pM EGCG ist
bei beiden Zelllinien kein Schutz durch das Enzynekennen.

Die Abb. 4.20 fasst die Wirkung der Catalase a@f Miyelomzellen unter der hdchsten
EGCG-Konzentration von 100 uM zusammen, die Unkeesie werden noch einmal sehr
deutlich. Einen schiitzenden Effekt hat die Catateseler L363, MM1.S, RPM8226 und der
U266. Hingegen zeigen die INA-6 und die JK-6L keiWeréanderung gegenitber dem
Wachstum ohne Catalase, bei 100 uM sind trotz Gsgalie Zellen gestorben.

90 o
0 J [
70 4o

]

S O ohne Catalase

40 L - ____ W mit Catalase

OD (% der Kontrolle)

10 1 7777777777777
0+ ‘

JK-6L INA-6 MM1.S U266 RPMI8226 L363

Abbildung 4.20 Wachstum der Myelomzelllinien mit urd ohne Catalase unter 100 uM
EGCG.
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Die Ergebnisse mit der Catalase weisen daraufdaas EGCG in den einzelnen Zelllinien
moglicherweise Uber unterschiedliche Mechanismektwin den Zelllinien, bei denen die
Catalase einen Schutz vor EGCG bietet, entstana@énseheinlich reaktive Sauerstoffspezies
im Medium durch EGCG. In den Zelllinen INA-6 und-8K, bei denen die Catalase keinen
positiven Einfluss zeigt, wirkt das EGCG mdoglicherse Uber eine Hemmung des IL-6-
Signalweges.

Der Effekt der Catalase auf die EGCG-Wirkung in tidA-6 Derivaten war heterogen (Abb.
4.21). Beider INA-6/Mcl-1 zeigt die Catalase nur bei 50 uM &G einen schitzenden
Effekt, nicht aber bei 100 uM EGCG, dies hatte sacich bei der INA-6 gezeigt. Bei der
INA-6/Bcl-xL hingegen war das Wachstum unter hoBECG-Konzentrationen von 50 pM
bis 100 uM mit Catalase deutlich besser. Im Beraiedrigerer EGCG-Verdunnungen (6,25-
25 uM) zeigte sich bei der Bcl-xL jedoch ebenfalsn Catalase-Effekt.

INA-6/Bcl-xL INA-6/Mcl-1

0 6,25 12,5 25 50 100
EGCG

O ohne Catalase
m it Catalase

Abbildung 4.21 INA-6/Bcl-xL und INA-6/Mcl-1 mit EGC G und Catalase.Die INA-6
/Bcl-xL zeigt nur unter hohen EGCG-Verdiunnungen JJadn 50 puM und 100 uM einen
positiven Catalase-Effekt. Bei der INA-6/Mcl-1 waur wenig oder kein Effekt zu erkennen.

Die Kombination aus EGCG und Catalase bei der INdeBde auch in einer Kokultur mit
Knochenmarkstromazellen untersucht, um herauszerindob die Anwesenheit der
Stromazellen das Geschehen beeinflusst (Abb. 4.28rh in dieser Konstellation hat
Catalase keinen schiutzenden Einfluss auf die zyisitbe Wirkung durch EGCG.
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Abbildung 4.22 INA-6 nach Kokultur mit Stromazellen unter EGCG ohne und mit
Catalase.EGCG inhibiert in Anwesenheit von Knochenmarkstraati@n das Zellwachstum
der INA-6-Zellen. Catalase hat keinen schitzendéekEauf die Zellen. Die INA-6-Zellen
wurden nach einer Kokulturdauer von 72 Std. zutg@metrischen Messung abpipettiert.

Zum Vergleich wurde die Catalase in weiteren Testsden sehr empfindlich auf EGCG
reagierenden Burkittlymphomlinien Ramos und Ragemandt. Bei diesen Zelllinien war ein
Catalase-Effekt erst bei hoheren EGCG-Verdunnurgererkennen (Abb. 4.23). Bei der
Ramos war bei einer Konzentration von 100 uM EGCIG @atalase ein Schutzeffekt zu
verzeichnen, die Raji zeigte ab 25 uM EGCG untetal@se ein deutlich gestiegenes
Zellwachstum gegenuber den Werten mit EGCG all@as |asst vermuten, dass die Catalase
bei diesen Zelllinien erst Wirkung zeigen kann, wdresonders viele Sauerstoffradikale
gebildet werden, also unter hohen EGCG-Konzentratio Der wachstumsinhibierende
Effekt von EGCG durch ROS-Bildung ist also nicht Blyelomzellen beschrankt.
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Abbildung 4.23 Ramos und Raji mit EGCG ohne und nti Catalase. Erst unter hohen
EGCG-Konzentrationen ist ein positiver Effekt deat@lase auf das Zellwachstum zu
erkennen.

4.3 EGCG in Kombination mit anderen therapeutischen Sulstanzen

Im Hinblick auf spatere Therapieoptionen fur Pagenmit MM wurde das EGCG mit
konventionellen und neuen Medikamenten kombinieEs wurden Doxorubicin,
Dexamethason, Sirolimus und Bortezomib untersugigt.Substanzen wurden zeitgleich mit
EGCG eingesetzt. Hierzu wurden wieder MTS-Wachstests Uber drei Tage angesetzt. Ziel
war es, Kombinationen mit synergistischen oder sadditiven Effekten zu finden.

4.3.1 Doxorubicin (Adriblastin)

Doxorubicin (Dox) ist ein Zytostatikum aus der Goepder Anthracycline, das zur Therapie
maligner Tumoren eingesetzt wird. Doxorubicin igteeinterkalierende Substanz, die sich
zwischen benachbarte Nukleotide in der DNA einlagerd dadurch die Transkription

blockiert. Der zweite Wirkmechanismus ist die Hemmguder Topoisomerase Il, ein
Schliisselenzym der DNA-Synthese. Doxoribicin wuirdelen Konzentrationen 10, 50 und
100 nM verwendet und kombiniert mit 6,25/12,5/25(6@ 100 uM EGCG. Getestet wurden
die Myelomzelllinien MML1.S, L363, RPMI8226, JK-6Lnd U266 und eine myeloische
Zelllinie, die HL-60. Die Ergebnisse sind in Abb24 dargestellt. Aufgrund ihrer Sensitivitat
gegenuber EGCG waren bei der HL-60 die EGCG-Komagahen geringer. Doxorubicin

hemmte konzentrationsabhangig das Zellwachstum.lié®en sich lediglich minimale

additive Effekte verzeichnen. Bei der JK-6L liel€hsiunter 6,25 pM EGCG ein leicht

additiver Effekt mit Doxorubicin erkennen. Ansonstevar bei der L363, HL-60 und
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RPMI8226 durch die Kombination der beiden Stoffe wereinzelt eine verstarkte Inhibition

des Zellwachstums zu erkennen.
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Abbildung 4.24 Die Kombination aus Doxorubicin (Do} und EGCG an MM1.S, L363,
JK-6L, U266, RPMI8226 und HL-60. Lediglich bei der JK-6L war unter 6,25 pM EGCG
ein leicht additiver Effekt mit Doxorubicin zu veizhnen, ansonsten gab es keine
bedeutsamen additiven Effekte.
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4.3.2 Dexamethason (Fortecortin)

Dexamethason (Dex) ist ein kinstliches Glukokortikevelches entziindungshemmend und
dampfend auf das Immunsystem wirkt. Es nimmt beigeldim einen wichtigen Platz in der
Primartherapie ein. Kombinationen von Dexamethasod EGCG wurden an den
Myelomzelllinien RPMI8226 und JK-6L getestet (AbHh.25). Dexamethason zeigte eine
konzentrationsabhangige, aber lediglich marginaenkiung des Zellwachstums. Auch hier
fielen die gemeinsamen Effekte gering aus. Beid#e6L sieht man unter 6,25 uM EGCG
einen leicht additiven Effekt in Kombination mit Kemethason, bei der RPMI8226 kann man
diesen lediglich unter 25 puM EGCG ansatzweise er&en

Annahernd vollstandig gehemmt war das Zellwachdbemder RPMI822 ab 50 uM und bei
der JK-6L ab 25 uM EGCG (Abb. 4.25).

RPMI8226 JK-6L
08 ——mmm o 10
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oD

03 H 4/ R----F-------------

0,0 -+

0 6,25 125 25 50 100
EGCG [uM]

0 6,25 12,5 25 50 100

EGCG [uM]
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Abbildung 4.25 Dexamethason (Dex) und EGCG kombiniean RPMI8226 und JK-6L.
Dexamethason zeigte eine konzentrationsabhangigdsiansinhibition. Bei der JK-6L ist
unter 6,25 uM EGCG ein leicht additiver Effekt zZkemmnen. In diesem Versuch reagierte die
JK-6L sehr sensitiv auf EGCG.

4.3.3Sirolimus (Rapamycin)

Sirolimus (Siro) ist ein makrozyklisches Immunswggsivum. Es ist ein Makrolid-
antibiotikum aus dem Bakterium Streptomyces hygpgwus. Sirolimus inhibiert eine Reihe
von Signaltransduktionswegen durch Komplexbilduriggdem Protein mTOR (mammalian
Target of Rapamycin), diese Kinase ist esseniieldfe Progression des Zellzyklus. Bei der
JK-6L und RPMI8226 kam es durch Sirolimus zu ekanzentrationsabhangigen Inhibition
des Zellwachstums im Nanomalarbereich (Abb. 4E&CG fuhrte bei der JK-6L bei 25 pM
zu einer ganzlichen Hemmung des Zellwachstums enddr RPMI8226 ab 50 uM. Bei der
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JK-6L zeigte sich unter 12,5 puM EGCG ein synergddter Effekt mit Sirolimus, durch
Kombination der beiden Substanzen konnte hier siéigkere Inhibition des Zellwachstums
erreicht werden. Bei der RPMI8226 gab es keinetaeai Effekte.

JK-6L RPMI8226

15— mm e

0 1,56 3125 625 125 25
EGCG [uM]

Abbildung 4.26 Kombination aus EGCG und Sirolimus §iro) bei JK-6L und
RPMI8226. Es ist eine konzentationsabhangige Wachstumsimdmbdlurch Sirolimus zu
erkennen. Bei der JK-6L ist bei 12,5 pyM EGCG in Kwomation mit Sirolimus das
Zellwachstum starker gehemmt als mit EGCG allegsezeigte sich ein additiver Effekt. Bei
der RPMI8226 zeigten sich keine Auffalligkeiten.

4.3.4Bortezomib (Velcade)

Bortezomib ist ein relativ neues Therapeutikum Ratienten mit Plasmozytom. Es ist ein
Proteasomeninhibitor und blockiert im Inneren desll& eine Struktur, welche fur die
Entsorgung von Eiweil3korpern entscheidend ist. &srkt zur Anhaufung proapoptotischer
Proteine.

Zwischen EGCG und Bortezomib ergab sich eine isszmete Wechselwirkung. Getestet
wurden die Zelllinien JK-6L, RPMI8226 und MM1.S. éDeinzelnen Zelllinien reagierten
unterschiedlich auf Bortezomib, bei der héchstemté&mmib-Konzentration von 8 nM war
das Wachstum jedoch in allen Zelllinien vollstanahlgibiert (Abb. 4.27). In Kombination mit
EGCG sieht man unter 8 nM Bortezomib wieder eirviiathstum, es scheint, als wirde das
EGCG die Zellen vor Bortezomib schitzen. EGCG mattht Bortezomib den Zellen
gegenuber unwirksam. Dieser Effekt zeigte sichrélaitiv niedrigen EGCG-Konzentrationen

> 6,25 pM, welche fur sich alleine keine oder nuirgge inhibitorische Wirkung hatten.
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Die inhibitorische Wirkung des EGCG wurde durch Baomib nicht verandert, es gab

keinen signifikanten Unterschied zu Versuchsansatae denen EGCG allein angewendet

wurde.
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Abbildung 4.27 Kombination aus EGCG und Bortezomibbei der JK-6L, RPMI8226
und MML1.S. Es ist eine konzentrationsabhé&ngige Hemmung debvatdistums durch
Bortezomib zu verzeichen, unter 8 nM kam es zur fetten Wachstumsinhibition.
Kombiniert man inhibitorisch wirkende Bortezomib-f}erungen mit niedrigen EGCG-
Konzentrationen (bereits ab 1,56 uM EGCG) ist wiedellwachstum zu verzeichnen. Das
Zellwachstum ist dann erst wieder unter hemmende@&-Konzentrationen von 25 pM bis
100 uM aufgehoben.

Der antagonistische Effekt von EGCG auf die BoneibeWirkung findet man auch bei der
INA-6 sowie bei den mit Bcl-xL und Mcl-1 transfizten Derivaten (Abb. 4.28).

Mit Bortezomib (8 nM) allein ist eine vollstandiggachstumshemmung zu verzeichnen. Zu
erkennen ist, wie die steigenden EGCG-Konzentratioschrittweise die Bortezomib-
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Wirkung immer starker aufheben bis schlie3lich diellen unter hohen EGCG-
Konzentrationen kein Wachstum mehr zeigen.

INA-6 INA-6/Mcl-1
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EGCG EGCG
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Abbildung 4.28 Kombination aus EGCG [uM] und Bortezomib an INA-6, INA-6/Mcl-1
und INA-6/Bcl-xL. Unter steigenden EGCG-Konzentrationen ist die Wachsinhibition

durch Bortezomib (8 nM) zunehmend aufgehoben. &E@ntgr hohen EGCG-Konzentrationen
ist das Zellwachstum insgesamt inhibiert.
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4.4 Catechingallat

Neben dem EGCG gibt es noch weitere Catechine imegr Tee. Dem Catechingallat (CG)
wird eine schwachere Wirkung zugesagt und es rsdtadle auch nicht so eine grof3e klinische
Bedeutung fur die Forschung wie das EGCG, welckesits in klinischen Studien eingesetzt
wird. Mit CG wurden ebenfalls Wachstumsanalysen warschiedenen Zelllinien
durchgefuhrt, um die Wirkung mit der des EGCG zighechen.

4.4.1Wirkung von Catechingallat auf Myelomzellen

Es wurde die Wirkung des Catechingallat auf finfelMynzelllinien néher untersucht. Ebenso
wie das EGCG zeigt sich auch beim CG eine inhilsitbie Wirkung auf das Wachstum der
Zellen (Abb. 4.29). Die hemmenden Konzentrationearen ahnlich denen des EGCG, die
ICso-Werte lagen zwischen 12,5 uM und 50 uM CG. Dalsmi she RPMI8226 resistenter als
die Zelllinien L363, INA-6 und JK-6L. Bereits beilBGCG zeigte sich die RPMI8226

resistenter als die tbrigen Myelomzelllinien.

I e

—o— INA-6
—m—L363
RPMI8226

—— JK-6L

0,0

0 6,25 12,5 25 50 100
CG [uM]

Abbildung 4.29 Wirkung von Catechingallat auf das Wachstum von MM-Zelllinien. CG
wirkt bei allen getesteten Zelllinien inhibitorisalf das Wachstum.
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4.4.2\Wirkung von Catechingallat auf andere B-Zelllinien

Auch die Zelllinien der primaren EffusionslymphorflREL) reagierten in den MTS-Assays
sensitiv auf das CG (Abb. 4.30). Der CG-Effektaber nicht so stark wie der des EGCG, der
ICso-Wert lag bei etwa 50 uM CG, im Vergleich dazu laghe 1Gg-Werte beim EGCG
zwischen 6,25 pM und 50 pM. Die PEL reagieren sdler ahnlich auf das CG, beim EGCG
hatten sich Unterschiede in der Empfindlichkeitejgiz

1,6 oo

—e—BC-1
—8—BCBL-1
—a&—BC-3
—8—JSC-1

0 6,25 12,5 25 50 100
CG [uM]

Abbildung 4.30 Primare Effusionslymphome mit CG. Es ist eine deutliche
Wachstumsinhibition im Bereich ab 25 bis 50 uM EGZiGerkennen.

Die Burkitt-Lymphom-Zelllinien Ramos und Raji reagien ebenfalls sensitiv auf CG (Abb.
4.31). Die Ramos war wie beim EGCG sehr empfindigieder ist ein deutlicher Einbruch
im Zellwachstum bereits bei einer CG-Konzentratton 6,25 uM zu verzeichnen. Die Raji
hingegen zeigte sich dem CG gegenulber sehr visteaser als die Ramos mit einers§@on
ca. 50 uM. Im Gegensatz dazu war unter EGCG dasvaaistum der Raji schon bei
Konzentrationen um 6,25 pM auf 50% reduziert. Sadltsdie Zelllinie mit der grof3ten
Diskrepanz der I§-Werte unter CG und EGCG dar.
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Abbildung 4.31 Burkittlymphomzellen Ramos und Rajimit CG. Die Raji zeigte sich viel
resistenter als die Ramos, degd@Vert lag im Bereich von 50 uM CG, die Ramos wdrrse
sensitiv, der 1G-Wert lag unter 6,25 uM CG.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass bei dezahelder Zelllinien das EGCG starker
wachstumsinhibitorisch wirkte als das CG, siehe.aB. Bei dem direkten Vergleich wird
deutlich, dass bei den Myelomzellen das CG etwhw&cher wirkt als EGCG. Bei der Raji
ist der Unterschied zwischen EGCG und CG besoruertich.
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Tabelle 4.3. Ubersicht der IG-Werte von EGCG und CG bei humanen
Tumorzelllinien.

Zelllinie EGCG [uM] CG [uM]
Myelom

L363 12,5-25 ca. 25
JK-6L 25-50 ca. 50

RPMI8226 50-100 > 100
INA-6 ca. 25 ca. 25

PEL

BCBL-1 25-50 25-50

BC-1 25-50 25-50

BC-3 6,25-12,5 25-50

JSC-1 12,5-25 25-50
Burkitt-Lymphom

Ramos <6,25 <6,25
Raji 6,25-12,5 ca. 50
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5 Diskussion

Griner Tee ist schon seit geraumer Zeit nicht emfaur ein herkbmmliches Getrank,
vielmehr scheint dahinter ein vielseitig verwendisar gesundheitsférderndes Mittel zu
stecken. Wichtige Inhaltsstoffe des grinen Teegsl glie Catechine, ihnen wird die
gesundheitsfordernde Wirkung zugesprochen. DieeFddr Studien zu diesem Thema zeigt,
dass das Wirkspektrum und die Potenz grof3 sind.

Gerade fir Krebsarten wie das multiple Myelom, di& man noch keine zufriedenstellenden
Therapieoptionen hat, ist es wichtig, nach neueovativen Pharmaka zu suchen. Zwar gab
es in den letzten Jahren grol3e Fortschritte inBddrandlung des multiplen Myeloms, der
einzig kurative Therapieansatz bleibt jedoch diegaine Stammzelltransplantation und diese
ist mit einer hohen Mortalitatsrate verbunden. éssindere schonende Therapieverfahren
waren winschenswert, um auch alteren Patienten Behandlungsstrategien anbieten zu
konnen. Eine Hochdosischemotherapie mit autolo¢ggm®zelltransplantation verlangert das
mediane Uberleben nur um ca. 12 Monate [2], zudarmldas Therapiekonzept bei &lteren
Patienten nicht durchgefiihrt werden und diese bilden Grol3teil des Patientenguts. Der
aktuelle Stand der Therapiemdoglichkeiten ist alsefriedigend. Shammas et al. [35]
zeigten, dass EGCG in vitro das Zellwachstum vorelgiyizellen inhibiert. In der Mayo-
Klinik wird EGCG zudem bereits in einer klinisch&tudie der Phase I/ll bei Patienten mit
B-CLL eingesetzt [36]. Die ersten Resultate dieStudie sind vielversprechend. Die
Patienten, asymptomatische Patienten im Rai-Stadiums || mit einer CLL, nahmen oral
400 bis 2000 mg EGCG zweimal taglich zu sich. BePhtienten zeigte sich eine Reduktion
der absoluten Lymphozytenzahl um bis zu 20%, 11 A@®atienten mit Lymphadenopathie
zeigten eine deutliche Reduktion der palpablen Uyknpten um bis zu 50%. Zudem
vertrugen die Patienten das oral gegebene EGC{5gjt

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die In-vitro-Wukg des EGCG auf Myelomzellen im
Hinblick auf eine neue Therapieoption genauer zuersnchen und verschiedene

Mechanismen der EGCG-Wirkung zu erforschen.
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5.1 EGCG-Wirkung auf Myelomzellen und weitere hamatopoetische
Zellen in vitro

Die inhibitorische Wirkung des EGCG, wie bereitmmvBhammas et al. [35] beschrieben,
konnte in eigenen Untersuchungen bestatigt weld&CG hatte einen eindeutig hemmenden
Effekt auf alle hier verwendeten Myelomzelllinietie 1Cs-Werte lagen in etwa bei 25 uM
bis 50 uM EGCG. Die INA-6, MM1.S und L363 waren aensitivsten, bereits bei 25 pM
EGCG war das Zellwachstum um 50% zurliickgegangee. RIPMI8226 war bis zu
Konzentrationen von 100 uM EGCG weitgehend resistiad die JK-6L und U266 lagen im
Mittelfeld. In der Arbeit von Shammas et al. [3€jgte sich die INA-6 empfindlicher, bereits
unter 10 uM EGCG war das Wachstum anndhernd vodgiainhibiert. Eine geringe
Sensitivitat der RPMI8226 fanden auch Nakazato bkt [85], es waren EGCG-
Konzentrationen um 100 uM n6tig zur Verringerung dellwachstums um die Halfte. Die
inhibitorische EGCG-Wirkung konnten wir auch beidaren hamatopoetischen Zelllinien
sehen. Sehr empfindlich zeigten sich die Burkittiphomzellen Ramos und Raji, sowie die
Promyelozytenleukamie HL-60, die bereits bei nigeinn EGCG-Konzentrationen um
6,25 pM stark in ihrem Wachstum gehemmt waren. Apsigt resistent erwies sich hingegen
die lymphoblastoide B-Zelllinie ARH-77. Diese Ergetse zeigen, dass EGCG auf
hamatologische Malignome in unterschiedlicher Bftetét wirkt.

Im Vergleich mit der EGCG-Wirkung zeigte Catechill@a(CG) schwachere inhibitorische
Effekte auf alle getesteten Zelllinien. Andere Atbe belegen ebenfalls, dass EGCG die
grofdte Potenz unter den Catechinen zeigt, so aumie H¢t al. [57], die verschiedene

Catechine auf ihre inhibitorische Wirkung an Magetiszellen untersuchten.

5.2 Mechanismen der EGCG-Wirkung

Die genauen Mechanismen der EGCG-Wirkung sind lesiteh noch nicht géanzlich
verstanden. Forschungsarbeiten weltweit untersudieegenauen Effekte der Catechine aus
dem grunen Tee. Einzelne Studien beschreiben gaersehiedliche Mechanismen. Khan et
al. [58] fassten einige Arbeiten zur EGCG-Wirkungsammen: EGCG induziert Apoptose
und Zellzyklusarrest [59], zudem hemmt es Signatvegie die stressbedingte
Phosphorylierung von ERK1/2 [60], den NF-KappaBr@igveg [61], sowie EGFR- und IGF-
1R- vermittelte Signalwege [62] [63]. EGCG hemmctlaweinzelne Proteine wie Matrix-
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Metalloproteinasen [64] und den Urokinase-Plasmamegktivator [65], sowie Proteine der
Bcl-2 Familie [66]. Die Induktion von Apoptose durdNF-KappaB-Inhibition soll unter
anderem Uber Aktivierung von Caspasen erfolgen ,[6@dem hemmt EGCG die
Angiogenese [68].

In der vorliegenden Arbeit wurden drei mdgliche Magismen der EGCG-Wirkung

untersucht, diese werden im Folgenden erlautert.

5.2.1Generierung reaktiver Sauerstoffmetabolite

In einem gesunden Organismus herrscht ein pro-txeddantioxidatives Gleichgewicht. Ist
dieses Gleichgewicht beispielsweise durch eine ghrta Bildung von ROS gestort, spricht
man von oxidativem Stress. Die Bildung von freieaau&stoffspezies ist in einem gewissen
Umfang wiinschenswert, da diese beispielsweise wédhetnes Entzindungsprozesses die
Zerstorung von Krankheitserregern tibernehmen. Mehiebeiten belegen die These, dass
EGCG uber die Generierung von ROS wirkt. Es kliergt einmal verwunderlich, dass EGCG
prooxidativ wirkt und oxidativen Stress induzieresoll, da Polyphenole eigentlich
antioxidativ wirken sollen. In niedrigen Konzentosen ist EGCG ein Radikalfanger und
unter héheren Konzentrationen (100 uM) wirkt esagegegensatzlich und kann Uber die
Bildung von ROS zu Zellschaden fuhren [69].

Long et al. [54] zeigten, dass durch EGCG schadlichauerstoffmetaboliten im
Kulturmedium entstehen. So entstehen bei Zugabe 2M@h pM EGCG in RPMI1640-
Medium und anschlieBender Inkubation von 1 Std. Beiumtemperatur 69,9 uM
Wasserstoffperoxid (}D,). In dieser Konzentration wirkt das Wasserstoffpéat toxisch auf
Zellen, da es mit fast jeder Art Molekll reagidrt. niedrigen Konzentrationen (nano- bis
wenige mikromolar) hingegen fordert Wasserstoffgercsogar die Zellteilung und ist ein
wichtiger Botenstoff fir Signalwege in der Zell®]7Auch Nakazato et al. [55] zeigten, dass
durch EGCG vermehrt ROS im Medium enthalten ist ww das Wachstum von
Myelomzellen unterdrickt wird. Yamamoto et al. [7hgschrieben, dass hohe EGCG-
Konzentrationen maligne B-Zellen zerstoren, wahneowale Zellen verschont bleiben. Die
Entstehung von ROS wird demnach als ein mdglichecinismus angesehen, tber welchen
EGCG inhibitorisch auf maligne Zellen wirkt. Die kiung von ROS kann durch das Enzym
Catalase nachgewiesen werden, welches oxidativessSverringert, indem es das fiur die
Zellen toxische Wasserstoffperoxid zu Sauerstoff Wasser umsetzt. Unter Catalase ist die
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schadliche Wirkung der ROS also aufgehoben. DieaBdagvon Catalase verhinderte die
durch Catechine hervorgerufene Hemmung des Zellstagts bei Magenkrebszellen [57].
Auch Yamamoto et al. [71] und Matsumura et al. [v@jwendeten das Enzym Catalase und
konnten die EGCG-Wirkung aufheben. Shanafelt eteifjten dies an primaren NHL-Zellen
und Lymphom-Zelllinien, durch Catalase waren didetevor EGCG geschutzt [73].

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdemssdbei vier von sechs MM-Zelllinien
durch Zugabe von Catalase die inhibitorische Wigkutes EGCG neutralisiert werden
konnte. Bei diesen Zelllinien scheint das EGCG amsbesondere Uber die Enstehung von
ROS zu wirken. Im Gegensatz dazu war bei zwei iBedh, der INA-6 und JK-6L, kein
positiver Catalase-Effekt auf das Zellwachstum ue€CG zu verzeichnen. Die Inhibition
des EGCG lasst sich demnach nicht alleine durcliedistehung von ROS erklaren. In diesen

Zellen scheint der Mechanismus der EGCG-Wirkung ala anderer zu sein.

5.2.2Eingriff in Signalwege

EGCG beeinflusst die Aktivierung von Rezeptoren @ighalwegen in der Zelle [46]. Dies
gilt auch fiur Verwandte des EGCG wie zum Beispe Resveratrol, welches ebenfalls zu
den Polyphenolen gehort [74]. Es gibt zahlreichedien zum Effekt von EGCG an
unterschiedlichen Zelltypen und Tumorarten. So wirda. der NF-kappaB-Signalweg in
menschlichen Endothelzellen blockiert [47] und diktivierung von Wachstumsfaktor-
Rezeptoren inhibiert, u. a. von IGF-I [63] und ERdt Kolonkarzinom-Zellen [62], HGF/Met
beim Mammakarzinom [49] und VEGF bei der B-C[40]. Zudem fanden Tokuda et al.
[48], dass EGCG Uber eine Hemmung der p44/42 MARKvAat die Endothelin-induzierte
Interleukin-6-Synthese in Osteoblasten inhibiert.

Shammes et al. [35] begrindeten die inhibitoriséhikung von EGCG auf Myelomzellen
durch Interaktion mit dem 67kDa Lamininrezeptor (JRDer LR1 ist in Myelomzellen
Uberexprimiert (im Vergleich zu normalen Blutze)leand bei Blockade von LR1 kann
EGCG seine inhibitorische Wirkung nicht mehr enéial Aul3erdem beschrieben die Autoren
eine Induktion von Proteinen der Todesrezeptor-Wegkdes Zellzyklus (DAPK2, Proteine
der p53-Familie, FasR und FasL, CDK-Inhibitoren ph@ p18).

Wir konnten mit Hilfe der IL-6 abhangigen Plasmamytinie INA-6 anhand von
Westernblots den Einfluss von EGCG auf IL-6-indugeSignalwege gut untersuchen. Bei
der INA-6 zeigte sich eine dosisabhangige Inhibitider IL-6-induzierten STATS3-
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Phosphorylierung, beginnend bereits bei niedrigemzéntrationen. Eine Hemmung des
STAT3-Signalweges durch EGCG wurde in anderen #Ze#leenfalls beschrieben [50]. In
Myelomzellen kdnnte dies ein wichtiger Wirkungsmaeismus des Catechins sein, da hier
STAT3 ein grundlegender Faktor fur das Leben ddtedeist und eine Aktivierung des
STAT3-Signalweges die Apoptose der Tumorzellen imeldrt [28]. Auch fur die von Frau
Dr. Burger generierte Linie INA-6 konnte in fruhar8tudien gezeigt werden, dass STAT3
essentiell fur das Uberleben der Zellen ist [75].

Bei der MML1.S zeigte sich ein inhibitorischer Effetes EGCG auf zwei durch IL-6
induzierte Signalwege: sowohl die STAT3- als auesh BRK-Phosphorylierung wurden
herabgesetzt. Die Wirkung auf den STAT3-Weg waoghdnicht so stark ausgepragt wie bei
der INA-6. Ebenfalls eine Inhibition der ERK1/2-Biphorylierung durch EGCG fanden auch
andere Arbeitsgruppen in humanen Keratinozyten, [B0Fibrosarkomzellen [76] sowie in
murinen epidermalen Zellen [77]. Die Westernblotgsea mit der INA-6 zeigte jedoch eher
eine Aktivierung der MAPK. Eine Aktivierung der MARInase durch EGCG wurde auch in
kolorektalen Karzinomzellen beschrieben [78]. B&K1/2-Weg ist in der INA-6 durch eine
Mutation des Ras-Proteins konstitutiv aktiviert J[5SRas kénnte der Grund dafir sein, dass
sich bei der INA-6 unter EGCG keine Hemmung di€sigaalweganteils zeigt.

Die mogliche Hemmung sowohl des STAT3- als auch WESPK-Signalweges lasst
annehmen, dass EGCG schon fruh in die Signalkaskiadegreifen scheint, womaoglich am
IL-6-Rezeptor oder an der JAK-Kinase (siehe Abl.).5Dieses ware auch fur die INA-6
Ubertragbar, der ERK1/2-Weg wére durch die Ras-Nutadann unbeeinflusst von der
EGCG-Hemmung

Eine weitere Mdglichkeit der EGCG-Wirkung ist dietdmung der IL-6-Produktion. Ahmed
et al. testeten EGCG in vitro und vivo und fandemahs, dass bei Ratten eine induzierte
rheumatoide Arthritis gelindert werden konnte, imdden Tieren EGCG verabreicht wurde.
Den vorbehandelten Tieren wurde EGCG gespritzizdigte sich eine signifikante Inhibition
des Serum-IL-6 und die Gelenkentziindungen der Thesserten sich. Zudem verwendeten
Ahmed et al. humane synoviale Fibroblasten beimf@aider Arthritis und fanden heraus,
dass auch hier die IL-6-Produktion durch EGCG wepert wird. Diese Inhibition der IL-6-
Synthese und Suppression des IL-6-Signalweges wiade dieser Studie durch eine
verstarkte Bildung von loéslichem gpl30-RezeptorcduEGCG hervorgerufen [79]. Dies

zeigt, dass EGCG auch auf diesem wichtigen Gebmt wehronisch entzindlichen
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Erkrankungen durch Eingriff in den IL-6-Haushaheiinteressante Rolle einnimmt und sich
neue Therapieansatze durch EGCG aufzeigen.
Weitere Untersuchungen werden notwendig sein, unaugre Aussagen uUber die EGCG-

Wirkung auf den IL-6-Signalweg bei malignen Plaseien treffen zu kénnen.

ERK1/2

Abbildung 5.1 Mogliche Angriffspunkte von EGCG in den IL-6-Signalweg. Die
Hemmung der STAT3- und MAPK-Phosphorylierung konrdarch eine frihzeitige
Inhibition der JAK-Kinase oder Modulation auf ILH6/6-Rezeptor-Ebene stattfinden.

5.2.3Wechselwirkungen mit anderen Arzneimitteln

Gruner Tee und auch aus ihm gewonnene konzentiextiakie (GTE; green tea extract)
gelten fir einige Menschen als pflanzliches Allimgitel und viele Patienten denken, ihrem
Korper etwas Gutes mit diesen Nahrungserganzunggmitzu tun. Viele sehen diese
Substanzen auch nicht als richtige Medikamenterahnehmen sie ein, ohne mit ihrem Arzt
dartiber zu sprechen. Daher ist es wichtig zu wjsserExtrakte aus dem grinen Tee andere
Medikamente in ihrer Wirkung beeinflussen. EGCG deurin Kombination mit
verschiedenen Medikamenten getestet, die zur Tieedigs multiplen Myeloms angewendet
werden. Additive oder synergistische Wechselwirlemgmit anderen Substanzen sind

wichtig fur die klinische Anwendung des EGCG.
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Es wurde gezeigt werden, dass EGCG in einem solidenormodell die Doxorubicin-
Resistenz vermindern kann [80]. Bei allen in die&dveit verwendeten Zelllinien zeigten
sich lediglich vereinzelt geringe additive Effekte Kombination mit Dexamethason,
Sirolimus und Doxorubicin. Um genauere Erkenntnisae erlangen, werden weitere
Kombinationsversuche mit EGCG und diesen Substanaewendig sein.

Wir fanden jedoch eine interessante Wechselwirkung dem Proteasomeninhibitor
Bortezomib (Velcade). Bortezomib gilt als starkehibitor des Myelomzellwachstum. Das
Proteasom wurde auch als ein Angriffspunkt fir pbgnole wie EGCG beschrieben [51,81].
Nam et al. [82] zeigten, dass Polyphenole wie EGII&AKktivitat des Proteasoms in vitro
und vivo hemmen, in vitro waren nur geringe Konrsmin von 1 pM bis 10 uM EGCG
notwendig. In unseren Untersuchungen konnten wigere dass EGCG bereits ab
Konzentrationen um 1,56 uM die inhibitorische Winguvon Bortezomib aufhebt. Diese
Ergebnisse wurden zusammen mit einem Abstract &meranischen Arbeitsgruppe auf der
Jahrestagung der American Society of HematologyHA& Jahr 2007 erstmals eingereicht
[83], fanden jedoch wenig Beachtung.

Eine Arbeit von Landis-Piwowar et al. [51] beschteidass EGCG und Bortezomib die
gleichen Angriffspunkte am Proteasomen vorweisars deigt die Schemazeichnung des
Proteasom-Ringes von Landis-Piwowar in Abbildung 5.2. Eiméhere Arbeit von Landis-
Piwowar [81] hatte zudem bereits gezeigt, dass @wnveradnderte Polyphenole mit weniger

OH-Gruppen schwéchere Proteasomeninhibitoren iia sind.

Abbildung 5.2 Schemazeichnung des ProteasomRinges (aus Landis-Piwowar et al.
2006 [51]). Ein identischer Angriffspunkt von Bortezomib undGEG am -Ring ware
denkbar.
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Am 03. Februar 2009 veroffentlichte die American ci8ty of Hematology eine
Pressemitteilung, in welcher Patienten davor gewewerden, unter Bortezomib-Therapie
groe Mengen an griinem Tees oder konzentriertealggtraus diesem einzunehmen. Die
Mitteilung bezog sich auf die aktuell publiziertéu@ie in der FachzeitschriiBlood von
Golden et al. [84], die zeigt, dass EGCG die Bameib-Wirkung aufhebt, und zwar sowohl
in vitro als auch in vivo. Schon bei sehr geringgBCG-Konzentrationen um 2,5 uM konnte
Bortezomib seine Wirkung nicht mehr entfalten. Auohder vorliegenden Arbeit waren
Konzentration von 1,56 uM bis 6,25 uM EGCG beraitsder Lage Bortezomib zu
inaktivieren. Gefahrlich daran ist, dass diese mgeth EGCG-Konzentrationen durchaus auch
im Blut von Menschen gemessen werden, die grinenober Extrakte zu sich genommen
haben [37-39]. Durch das Trinken von grinem Teer atie orale Einnahme von EGCG-
Kapseln konnten Plasmakonzentrationen von 0,7 (8VI7t86 uM durchaus erreicht werden
(Tab.1.2). Golden et al. verwendeten ebenfalls E&GC&parate, die kduflich z. B. im Internet
erworben werden konnen. Auch diese Substanzeneremghe Inhibition der Bortezomib-
Wirkung.

Der Mechanismus der EGCG-Wechselwirkung mit Bomeibokonnte inzwischen geklart
werden. Golden et al. zeigten, dass EGCG nur Fomeeninhibitoren blockiert, die eine
Borsaure als chemische Eigenschaft aufweisen. &n&eoteasomeninhibitoren, die keine
Borséure besitzen, wie beispielsweise Nelfinavirgdept), das gegen HIV eingesetzt wird,
wurden nicht durch EGCG in ihrer Wirkung behindeé3hah et al. beschreiben in einem
Kommentar zum Artikel von Golden, dass es zwiscB&CG und Bortezomib zu einer
kovalent zyklischen Borverbindung kommt (siehe ABI8), sodass Bortezomib nicht mehr in
der Lage ist an das Proteasom zu binden [85]. Bagten im November 2007 bereits Kim et
al. in ihrem Abstract geschildert [86]. Sie stelltdie Hypothese auf, dass EGCG die
Bortezomib-Wirkung nicht durch antioxidative Eigehaften inhibiert, sondern eine direkte
chemische Interaktion der Hydroxylgruppen des EGG@& der Borsduregruppe des
Bortezomib dafur verantwortlich ist.

Auch andere Mitglieder der Flavonoide wie Quercetivd Myricetin inhibieren Bortezomib
[87]. Die Autoren fihren dies ebenfalls auf eineriische Reaktion zwischen Quercetin oder
Myricetin mit einer Borsauregruppe des Bortezomiliizk.

Eine Schlussfolgerung steht fest: Patienten unteteBomib-Therapie sollten auf keinen Fall

hohe Mengen an griinem Tee trinken oder Extrakteli@sem einnehmen.
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Abbildung 5.3 Strukturformel von Bortezomib und EGCG. Ausbildung einer kovalent
zyklischen Borverbindung zwischen den beiden Sulasta (aus Shah et al., 2009).

5.3 Ausblick auf Therapieoptionen mit EGCG

Die gesundheitsférdernde und antikarzinogene Wgkwon EGCG ist Gegenstand
zahlreicher Studien weltweit. Gruner Tee zeigteh sipraventiv im Hinblick auf
kardiovaskulare Erkrankungen. Eine grof3e Kohortehstmit 40530 Personen, evaluiert in
Japan in einem Gebiet hohen Teekonsums in der Bawiblg, erbrachte, dass der Konsum
von grinem Tee das kardiovaskulare Erkrankungsriséinkt. Keine Assoziation fand sich in
dieser Studie dagegen zwischen erh6htem Teegenddsrabsmortalitat [29]. Im Gegensatz
dazu zeigte eine prospektive Kohortenstudie, de28denschen der Allgemeinbevélkerung
in Japan einschloss, dass durch den Konsum griiees Mon mehr als 10 Tassen pro Tag
sowohl das Risiko fur kardiovaskulare Erkrankungés auch fur Krebs reduziert werden
konnte [88]. Auch die Hemmung von Artheriosklerased Besserung der Blutfette unter
grinem Teekonsum sind beschrieben [89]. Zudem i énhibitorische Wirkung der
Polyphenole auf Tumorzellen verschiedener Herkdaofch viele Arbeiten belegt. Anhand
einer Fall-Kontroll-Studie konnte gezeigt werdeasslder Genuss griinen Tees das Risiko fur

Brustkrebs verringern kann [33]. Ahnliche Ergebeissbrachte eine Fall-Kontroll-Studie in
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China, bei der erhthter Teegenuss mit einem geaengRisiko fur Prostatakrebs einherging
[32]. Auch Kurahashi et al. [90] begleiteten inexiprospektiven Studie 49920 Mé&nner und
stellten durch den Konsum griinen Tees ein verriegdRisiko an Prostatakrebs zu erkranken
fest. AuRBerdem soll griiner Tee bei Frauen das Risiko seik@lorektalen Karzinoms
vermindern [91]. Diese positive Wirkung des gruffees, speziell des EGCG, lasst sich auf
zahlreiche weitere Malignome Ubertragen. In der dEiinik wird EGCG bereits in einer
klinischen Studie bei Patienten mit B-CLL unterdu@6]. Die ersten Resultate dieser Studie
sind vielversprechend. Die Patienten, asymptomaigtatienten im Rai-Stadium 0 bis Il mit
einer CLL, nahmen oral 400 bis 2000 mg EGCG zweiamalTag zu sich. Bei 11 Patienten
zeigte sich eine Reduktion der absoluten Lymphowmgkl um bis zu 20%, 11 von 12
Patienten mit Lymphadenopathie zeigten eine ddwtlicReduktion der palpablen
Lymphknoten um bis zu 50%. Zudem vertrugen diedhédn das oral gegebene EGCG gut
[56].

Shammas et al. [35] beschrieben die inhibitoris¢hkung des EGCG aus dem griinen Tee
auf Myelomzellen in vitro, wobei normale Fibrobkst und periphere mononukleéare
Blutzellen nicht angegriffen wurden. Die vorliegendrbeit zeigt ebenfalls, dass EGCG in
vitro ein potenter Inhibitor fir Myelomzellen isben schonenden Effekt des EGCG auf
normale Blutzellen konnten wir bestatigen, in eingersuchsansatz zeigte sich jedoch bei
normalen Knochenmarkszellen eine WachstumsinhibitiWeitere Versuche mit optimaler
Ausgangsvitalitat zur weiteren Abklarung werdenweatdig sein. Dies ist besonders wichtig
im Hinblick auf einen therapeutischen Einsatz ddvssanz bei Patienten.

In Kokultur-Experimenten von Myelomzellen mit Kn@sitmarkstromazellen wurde die In-
vivo-Situation nachgestellt. Dabei konnten die Bt@aellen die inhibitorische Wirkung des
EGCG nicht unterbinden. Den Erhalt der EGCG-Wirkan§ Myelomzellen in Kokultur mit
Knochenmarkstromazellen ermittelten ebenfalls Kuetaal. [92].EGCG erweist sich also
als resistent gegenuber der natirlichen Mikroumgglwon Myelomzellen. Das lasst auf eine
gute Wirksamkeit in vivo hoffen.

Ein weiterer wichtiger Punkt ist, dass Probandém FGCG oder griinen Tee zu sich nahmen,
durchaus Plasmakonzentrationen erreichen konntém, ird vitro eine Inhibition der
Bortezomib-Wirkung zeigten, sodass hier Vorsichbajen ist und eine enge Rucksprache
zwischen Arzt und Patient stattfinden sollte. Ndeim Trinken von 3 g griinen Tee in 500 ml
Wasser mit einem EGCG-Gehalt von 219 mg wurde Biasmakonzentration von 0,7 uM
EGCG erreicht [39]. Probanden, die eine Einmaldesis 400 mg bis 1200 mg EGCG als
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Kapsel eingenommen hatten, zeigten Plasmakonzemegat von 1,74 pM bis 7,36 uM
EGCG [38] und vertrugen dies gut. Es zeigten sehglich leichte Nebenwirkungen wie
Ubelkeit, Kopfschmerzen oder Bauchschmerzen. Dadtréten von unerwiinschten
Wirkungen unter EGCG zeigte jedoch keinen signiftea Unterschied zur Placebogruppe
[37]. Diese positiven Eigenschaften des EGCG semesehr vielversprechend im Hinblick
auf einen klinischen Einsatz zu sein. In Kombinatioit anderen Medikamenten ist jedoch
durchaus Vorsicht geboten, da EGCG beispielswes&\irkung des Proteasomeninhibitors
Bortezomib aufheben kann. Die Findung von geeignéembinationen des EGCG mit
anderen Therapeutika zum Beispiel in einem Tierrhoded notwendig sein, insbesondere
da noch Unklarheit Gber den genauen Wirkmechanidmreuscht. Diese Arbeit bietet jedoch
eine solide Grundlage fur weitere Forschungsanalysair EGCG-Wirkung bei

hamatopoietischen Malignomen einschliel3lich degipieh Myeloms.
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6 Zusammenfassung

Der grine Tee mit seinem hohen Gehalt an Catechstebekannt flr seine zahlreichen
gesundheitsfordernden Eigenschaften. Speziell gggalocatechingallat (EGCG), welches
den groRten Anteil des Catechingehalts ausmachtt wachstumshemmend und zytotoxisch
auf unterschiedliche Malignome. Der genaue Wirkraecdmus des EGCG ist jedoch noch
relativ unverstanden und scheint komplex zu semRBhmen der vorliegenden Arbeit sollte
die Wirkung von EGCG als wichtiger Hauptbestandi#gds grinen Tees auf humane
Myelomzellen untersucht werden, um so neue thetsobe Optionen fur das multiple
Myelom zu schaffen. Trotz intensiver therapeutisdemihungen haben viele Patienten mit
multiplem Myelom noch immer langfristig eine ungtige Prognose, eine komplette
Remission wird nur in seltenen Fallen erreicht.

Ziel der vorliegenden Arbeit war, die Wirkung vorGEG auf Myelomzellen in vitro zu
untersuchen und mogliche Mechanismen der EGCG-Wikau identifizieren. Hierzu
wurden Wachstumstests mit den Plasmazelllinien BNAH.-6-abhéngiges Wachstum),
MML1.S, U266, RPMI8226, L363 und JK-6L durchgefiihBs wurden photometrische
Messungen mit MTS durchgefiihrt, die Vitalitdt Ubmehrere Tage bestimmt und die
Induktion von Apoptose durchflusszytometrisch geseas Alle drei Verfahren zeigten, dass
EGCG inhibitorisch auf das Zellwachstum der Myeleften wirkt. Die IGo-Werte fielen
unterschiedlich aus, meist lagen sie zwischen 25upt50 uM EGCG. Im Vergleich zeigten
andere hamatopoietische Zelllinien wie Ramos, Ragl HL-60 bereits bei Konzentrationen
von weniger als 6,25 puM EGCG eine Inhibition. Digngiren Effusionslymphomzellen
BCBL-1, BC-1, BC-3 und JSC-1 erwiesen sich ebesfsdinsitiv fur EGCG.

In den Myelomzellen wurden drei Mechanismen der BA&irkung untersucht. Als eine
Maoglichkeit wurde die Entstehung von reaktiven Ssaisdfspezies (ROS) durch EGCG
geprift. Dazu wurde das Enzym Catalase verwendelthes oxidativen Stress verringern
kann, indem es das fir die Zellen toxische Wagsi#psiroxid zu Sauerstoff und Wasser
umsetzt. Durch die Vorbehandlung der Zellen mitalzste (100 U/ml) konnte die EGCG-
Wirkung aufgehoben werden. Diesen Effekt sah marvige von sechs Zelllinien, keinen
Schutz zeigte die Catalase bei der INA-6 und JK-Bleser Befund lasst vermuten, dass
EGCG in diesen Zellen Gber andere Mechanismen wirkt

Da die Plasmazelllinie INA-6 in ihrem Wachstum lgtrvon IL-6 abhéngig ist, wurde die
EGCG-Wirkung auf IL-6-induzierte Signalwege untetsi
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Insbesondere wurden der Aktivierungsstatus des sKrgotionsfaktors STAT3 und der
ERK1/2-Kinase untersucht. In Westernblotanalyserila@ stimulierten INA-6-Zellen war
ein dosisabhangiger Ruckgang der Phosphorylieruog STAT3 unter EGCG zu
verzeichnen. In Ubereinstimmung mit der essentieRelle, die STAT3 fur das Uberleben
von Myelomzellen spielt, fuhrt EGCG auch zur Indaktvon Apoptose. Bei der MM1.S sah
man beide Komponenten des Signalweges inhibientfriher Eingriff des EGCG in den IL-
6-Signalweg, etwa am IL-6-Rezeptor oder dexeptorassoziierten JAK-Kinase, ware also
denkbar.

Ein anderer mdglicher Mechanismus der EGCG-Wirkishglie Proteasomenhemmung. Es
ist beschrieben, dass EGCG wie Bortezomib am Fsoteaangreift. Ein Uberraschender
Befund war, dass die Wirkung des in der Therapiggesetzten Proteasomeninhibitors
Bortezomib durch EGCG aufgehoben wurde. Dies wbeteits in Konzentrationen erreicht,
welche durchaus im Plasma von Teetrinkern vorkomii@men. Inzwischen ist bekannt,
dass es chemische Wechselwirkungen der beideneSgift. Eine Pressemitteilung der
American Society of Hematology aus dem Februar 20&&te Patienten bereits davor, unter
Bortezomib-Therapie griinen Tee oder Extrakte zu zicnehmen.

Mit weiteren Medikamenten der Myelom-Therapie wiexBmethason, Doxorubicin und
Sirolimus zeigten sich mit den meisten verwendetBallinien keine auffalligen
Wechselwirkungen unter Kombination mit EGCG, leialditive Effekte gab es nur bei der
JK-6L mit Doxorubicin und Sirolimus unter vereinzgl EGCG-Konzentrationen.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werdeassdEGCG ein potenter Inhibitor des
malignen Plasmazellwachstums ist. Zudem kann ma @u klinischer Anwendung auf
positive Erfolge des EGCG hoffen, da es in hohenzeatrationen von 25 bis 50 uM keinen
signifikant hemmenden Effekt auf gesunde Blutzeflarhaben scheint. Weiter Abklarungen
werden jedoch notig sein, da sich in einem Versaiesatz eine Wachstumsinhibition durch
EGCG auf normale Knochenmarkzellen zeigte. Wiclgigdass die EGCG-Wirkung auch in
Kokulturen der Myelomzellen mit Stromazellen erbaltgeblieben ist. Ebenfalls keinen
Schutz vor EGCG gewahrten hohere IL-6-Konzentratiowder eine Uberexpression der
antiapoptotisch wirkenden Proteine Mcl-1 und Bcl-xRie Mechanismen der genauen
EGCG-Wirkung sind jedoch komplex und weitere Unieraingen sind notwendig. Dennoch
bietet diese Arbeit eine Basis fir die weitere Es¢bung von EGCG als Therapieoption fur

das multiple Myelom.
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8 Abkirzungen und Einheiten

7-AAD
Abb.
APS
AX
B-CLL
BSA
ce*
CDK
CG
Cmax
CR
DAPK2
Dex

dl
DMSO
Dox
EBV
EC
ECG
EGC
EGCG
EGFR
EDTA
EGTA
ERK
FACS
FasR
FasL
FCS

7-Aminoactinomycin

Abbildung

Ammoniumpersulfat

Annexin

B-Zell chronisch lymphatische Leukamie
Bovines Serumalbumin

Calciumion

Cyclin-Dependend Kinase
Catechingallat

Maximale Plasmakonzentration
komplete Remission

Death Associated Protein Kinase 2
Dexamethason

Deziliter

Dimethylsulfoxid

Doxorubicin

Epstein-Barr-Virus

Epicatechin

Epicatechingallat

Epigallocatechin

Epigallocatechingallat

Epidermal Growth Factor Receptor
Ethylendiamintetraessigsaure
Ehylenglycol-bis(aminoethylether)tetraessigséu
Extrazellular signalregulierte Proteinkinase
Flourescence Activated Cell Sorting
Fas-Rezeptor

Fas-Ligand

Fotales Kalberserum
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H20,
Hb
HCL
HGF
HHV-8
HIV
ICs0

IGF-1
IL-6
JAK
kDA
KM

LR1

MAPK

mg

MGUS
Min.

mind.

MM

MP
MTS/PMS

NacCl
NaF

Gramm

Wasserstoffperoxid

Hamoglobinwert

Salzsaure

Hematopoietic Growth Factor

Humanes Herpesvirus-8

Humanes Immundefizienz-Virus
Konzentration einer Substanz, die notwendig ist50%
Inhibition zu erreichen

Immunglobulin

Insulin-like Growth Factor 1

Interleukin-6

Januskinase

Kilodalton

Knochenmark

Liter

Laminin-Rezeptor 1

Molar

Milli

Micro

Mitogen-aktivierte Proteinkinase
Milligramm

Monoklonale Gammopathie unbestimmter Signifika
Minute

mindestens

Multiples Myelom

Melphalan/ Prednison

MTS= 3- (4,5- Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
Carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetraaoi
Nano

Natriumchlorid

Natriumfluorid
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NHL Non-Hodgkin-Lymphom

oD Optische Dichte

PBMC Peripheral Blood Mononuclear Cell
PBS Phosphat-gepufferte Saline

PBS-T PBS mit Tween (10%)

PEL Primares Effusionslymphom

PMSF Phenylmethansulphonylfluorid
pNPP p-Nitrophenylphosphat

PVDF Polyvinylidenfluorid

R Rezeptor

Rapa Rapamycin

ROS Reactive Oxygen Species

RPMI Rosewell Park Memorial Institute
RT Raumtemperatur

SD Standard Deviation

SDS Natriumdodecylsulfat

Sek. Sekunde(n)

Siro Sirolimus (Rapamycin)

STAT Signal Transducer and Activator of Transcapti
Std. Stunde(n)

S.u. siehe unten

syn. Synonym

Tab. Tabelle

TRIS Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
U Umdrehungen

Vv Volt

VAD Vincristin, Adriblastin (Doxorubicin), Dexame#ison
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VGPR Very Good Partial Remission

z.B. zum Beispiel
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