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Zusammenfassung

Krebserkrankungen sind mittlerweile die haufigste Todesursache in den entwickelten
Landern. Die Inzidenz des malignen Melanoms wachst von Jahr zu Jahr. Der schwarze
Hautkrebs ist durch seine hohe Resistenz gegenlber der Chemotherapie gekennzeichnet.
Diese Therapieresistenz spiegelt sich in einer hohen Resistenz von Melanomzellen gegen
Zytostatika in vitro, die sich wiederum als Resistenz gegen Apoptoseinduktion manifestiert.
Eine gezielte Apoptoseinduktion in den transformierten Melanozyten ist deshalb nur schwer
zu erzielen. In dieser Arbeit wurden verschiedene Ansétze fur die Induktion von Apoptose in
aus menschlichen Patienten etablierten Melanomzelllinien getestet.

Die Stimulation der Melanomzelllinien mit den klinisch anwendbaren Chemotherapeutika
Dacarbazin und Fotemustin induzieren kaum Apoptose in vitro. Die Kombination aus diesen
Zytostatika und dem Bcl-2-Antagonisten ABT-737, welches die anti-apoptotischen Proteine
Bcl-2, Bcl-w und Bcl-x,. bindet, resultierte jedoch in einer synergistischen Steigung der
Apoptoserate in allen verwendeten Melanomzellen. Die wichtigste Funktion der
Chemotherapeutika war hierbei die Neutralisation des anti-apoptotischen Proteins Mcl-1,
welche teilweise von der Induktion des BH3-only Proteins Noxa abhangig war. Entsprechend
scheint die Synergie zwischen Zytostatika und ABT-737 auf der Fahigkeit zu beruhen, alle
anti-apoptotischen Bcl-2-artigen Proteine gleichzeitig zu neutralisieren.

Das pro-apototische Potential des Immunrezeptors Toll-like Rezeptors 3 (TLR3) wurde in
den Melanomzelllinien ebenfalls untersucht. Es gab Hinweise aus Vorarbeiten, dass TLR3
grundsatzlich pro-apoptotisches Potential hat, und wir verfolgen die Hypothese, dass
zellulare Inhibitor of Apoptosis Proteins (clAPs) diese Aktivitat regulieren. Durch die
Verwendung des TLR3-Ligandes Poly I:C allein konnte kein Zelltod hervorgerufen werden.
Die zusatzliche Inhibition der Proteinbiosynthese oder die Hemmung von clAPs durch
LBW242, einen neuartigen IAP-Antagonisten, erlaubten jedoch eine effiziente Induktion von
Apoptose. In beiden Faéllen spielte die Aktivierung der Caspase-8 eine essentielle Rolle.
Somit konnten die IAPs als negative Regulatoren der TLR3-vermittelten Apoptose
identifiziert werden.

Eine Mehrheit der Melanome weist aktivierende Mutationen im BRAF-Gen auf, und die
Inhibition des MAPK-Signalweges wird als therapeutischer Ansatz diskutiert. Die Hemmung
des MAP-Kinasenweges durch den MEK-Inhibitor UO126 reichte allein nicht aus, um in den
Melanomzellen Apoptose auszulésen. Die Kombination aus dem MEK-Inhibitor und ABT-737
induzierte jedoch effizient Apoptose. Es wurde nachgewiesen, dass der Beitrag von UO126
wesentlich auf der Reduktion des Mcl-1-Proteinspiegels beruhte, die zum grofiten Teil Noxa-
unabhangig war. Die Inhibition der Kinase GSK3 durch CT98014, flihrte Uberraschend zu

einer weiteren Erhéhung der Apoptose. Die Hemmung der GSK3 war ebenso mit der



Neutralisation von Mcl-1 verbunden, die jedoch mit der Induktion von Noxa zusammenhing.
Somit konnten CT98014 sowie UO126 durch die Herunterregulation des Mcl-1-
Proteinspiegels zusammen mit ABT-737 effektiv Apoptose induzieren.

In dieser Arbeit wurde eine grol3e Resistenz der Melanomzellen gegen viele unterschiedliche
anti-neoplastische Agenzien bestatigt. Dennoch konnte gezeigt werden, dass durch die
Kombination von verschiedenen Modulatoren des apoptotischen Signalweges eine effiziente
Apoptoseinduktion mdéglich ist. Die Analyse der molekularen Mechanismen wahrend der
Apoptose konnte daher Moglichkeiten zur ,mafgeschneiderten“ Behandlung von Tumoren

aufzeigen.
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Summary

Cancer is the most common cause of death in the developed countries, and the incidence of
malignant melanoma is continuously growing. The so-called ‘black skin cancer shows high
resistance against chemotherapy. This therapy resistance of the tumor is reflected by their
low sensitivity to cytotoxic drugs in vitro, which again is manifested in the resistance of tumor
cells to apoptosis induction. Specific apoptosis induction in malignant transformed
melanocytes is therefore difficult to achieve. Several possibilities for the apoptosis induction
in patient-derived melanoma cell lines were tested in this work.

The stimulation of melanoma cells with clinically used chemotherapeutics Dacarbazine and
Fotemustine induces very little apoptosis in vitro. However, the combination of those
cytotoxic agents with the BH3-antagonist ABT-737, which binds the anti-apoptotic proteins
Bcl-2, Bcl-w and Bcl-x,, resulted in a synergistic increase in apoptosis in all of the tested
melanoma cell lines. The most important function of those chemotherapeutics was their
ability to neutralize the anti-apoptotic protein Mcl-1 in a manner that was partially dependent
on the induction of the BH3-only protein Noxa. The apoptogenic co-operation between the
above drugs and ABT-737 seems to be based on the mechanism that all anti-apoptotic
members of the Bcl-2 family were neutralized.

Further, the pro-apoptotic potential of the Toll-like receptor 3 (TLR3) was tested in the
melanoma cell lines. There are indications from other studies that TLR3 possesses a pro-
apoptotic potential and we pursued the hypothesis that this activity is regulated by the
Inhibitor of Apoptosis Proteins (IAPs). The synthetic TLR3 agonist poly I:C did not induce
apoptotic cell death if used on its own. However, concomitant inhibition of protein synthesis
or the inhibition IAPs via LBW242, a novel IAP-antagonist, led to efficient induction of
apoptosis. In both cases the activation of caspase-8 was the essential step in apoptosis
induction. Thus, IAPs were identified as negative regulators of the TLR3-mediated apoptosis.
Most melanomas bear a BRAF mutation and the inhibition of the MAPK signaling pathway is
under discussion as a possible therapy. The inhibition of MEK via the drug UO126 was
unable to induce apoptosis in the melanoma cells tested in this study. Nevertheless the
combination of UO126 and ABT-737 showed very effective pro-apoptotic activity. The pro-
apoptotic function of UO126 was linked to the reduction of Mcl-1 protein levels and this effect
occurred, for the most part, independently of Noxa. The inhibition of the kinase GSK3 with
CT98014 surprisingly increased apoptosis. The inhibition of GSK3 reduced Mcl-1 protein
levels as a consequence of the up-regulation of Noxa. Therefore, UO126 and CT98014 were
able to synergize with ABT-737 through to their ability to neutralize Mcl-1, hence inducing
apoptosis in melanoma cells.

The experiments shown in this study confirm a very high resistance of melanoma cells

against various anti-neoplastic agents. However, the results also indicate that through the
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combination of different modulators of the apoptotic pathway an efficient induction of
apoptosis is possible. Thus, the analysis of the molecular mechanisms during apoptosis

might be a step towards a ‘personalized’ therapy of cancer.
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Apoptose

Vor fast 170 Jahren wurde zum ersten Mal die gezielte Entfernung von nicht mehr bendétigten
Korperteilen bei der Entwicklung der Kaulquappen einer Geburtshelferkréte von Carl Vogt
beobachtet (Vogt 1842). Danach, im 19. Jahrhundert, beschrieben viele Wissenschaftler,
hauptsachlich Embryologen, den natlrlich vorkommenden Zelltod (Clarke und Clarke 1996).
Jedoch erst Uber 120 Jahre nach Vogts Beobachtungen sprachen die zwei US-
amerikanischen Wissenschaftler Lockshin und Wiliams vom ,programmierten Zelltod*
(Lockshin und Williams 1965). Sie haben diesen Begriff fir die Muskeldegeneration wahrend
der Entwicklung einer Mottenlarve verwendet. Das Wort ,Apoptose“ wurde allerdings im Jahr
1972 von Kerr, Wyllie und Currie eingefuhrt (Kerr et al. 1972). Es begann eine lange und
immer noch nicht abgeschlossene Suche nach Antworten auf Fragen wie: Welche Aufgabe
hat Apoptose zu erflllen? Welche Signale |6sen die apoptotischen Vorgange aus? oder

Welche Mechanismen werden wahrend des Vorgangs eingeschaltet?

1.1.1 Die physiologische Bedeutung und die Morphologie der Apoptose

Mittlerweile ist es bekannt, dass Apoptose eine sehr wichtige Rolle in mehrzelligen
Organismen spielt. Der apoptotische Zelltod ist von dem Fadenwurm C. elegans, uber die
Fruchtfliege Drosophila bis zu den Saugetieren ein in Teilen genetisch konservierter Prozess
(Danial und Korsmeyer 2004). Wahrend der normalen Embryonalentwicklung, bei
Immunreaktionen oder fir die Aufrechthaltung der Gewebehomdostase ist Apoptose
essentiell. Stérungen  der  Apoptose  kdénnen zu  Tumorentwicklung und
Autoimmunkrankheiten beitragen (Kerr et al. 1972; Danial und Korsmeyer 2004; Strasser
2005; Adams und Cory 2007). Durch Apoptose sollen die nicht mehr bendtigten,
beschadigten oder sogar gefahrlichen Zellen eliminiert werden (Danial und Korsmeyer 2004;
Youle und Strasser 2008). Allerdings sollen die sterbenden Zellen immer im Gleichgewicht
zu den sich teilenden Zellen stehen, somit spielt die Apoptose eine ergadnzende jedoch
entgegengesetzte Rolle zur der von Mitose (Kerr et al. 1972; Vaux und Strasser 1996).

Kerr und Kollegen haben nicht nur die Apoptose von der Nekrose abgegrenzt, sondern auch
eine sehr detaillierte Studie mit Hilfe des Elektronenmikroskops durchgeflhrt, in der sie die
morphologischen Merkmale des Vorgangs genau beschrieben. Apoptose verlauft
morphologisch in verschiedenen Stufen: zuerst werden die sogenannten ,apoptotic bodies*
gebildet, gefolgt von deren Phagozytose durch die Zellen aus der Umgebung. Bevor jedoch
die apoptotischen Korperchen entstehen, separiert sich die sterbende Zelle von ihrem

zellularen Umfeld. Es folgen die Kondensierung des Chromatins und die Fragmentierung der
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DNA. Die ganze Zelle schrumpft, aber der Zellinhalt und alle Organellen bleiben durch die
Zellmembranblasen umschlossen, sodass es zu keiner inflammatorischen Antwort kommt
(Kerr et al. 1972; Hacker 2000).

1.1.2 Die Signaltransduktionswege der Apoptose

Die morphologischen Veranderungen der Zelle wahrend der Apoptose sind Folgen der
Aktivierung einer Gruppe von Proteasen, den sogenannten Caspasen (Thornberry und
Lazebnik 1998). Die Caspasen sind Aspartat-spezifische Cystinproteasen, die wahrend des
programmierten Zelltodes eine Reihe von verschiedenen Zielproteinen in der Zelle spalten.
Somit fungieren sie gewissermalien als Exekutive der Apoptose und fuhren die
Zellzerstérung aus. In den nicht apoptotischen Zellen liegen sie im Zytoplasma als inaktive
Proenzyme vor. Die sogenannten Effektorcaspasen (Caspase-3, -7, und -9) bendtigen die
proteolytische Aktivitat der Initiatorcaspasen (Caspase-8, -9 und -10), um zu ihrer aktiven
Form gespalten zu werden. Dagegen koénnen die Initiatorcaspasen durch Autokatalyse
aktiviert werden. Bei der Aktivierung der Caspasen assoziieren die kleine und die groRRe
Untereinheit von zwei Caspasemolekillen, sodass die aktive Form ein Tetramer aus zwei
Heterodimeren bildet und dabei ein oder zwei aktive Zentren besitzt (Thornberry und
Lazebnik 1998). Ein Substraterkennungsmotiv aus vier Aminosauren wurde fur jede
Caspase identifiziert, das die Bestimmung von Spaltsubstraten sowie Caspaseninhibitoren
ermoglicht hat (Thornberry et al. 1997).

In Saugern kénnen Caspasen Uber zwei verschiedene Signaltransduktionswege aktiviert
werden. Der extrinsische oder Rezeptor-vermittelte Weg wird durch die Stimulation der
sogenannten Todesrezeptoren eingeschaltet, wahrend die Aktivierung des intrinsischen oder

mitochondrialen Weges durch die Proteine der Bcl-2 Familie reguliert wird (Abbildung 1).

1.1.2.1 Der extrinsische Signaltransduktionsweqg

Der extrinsische oder Rezeptor-vermittelte apoptotische Signaltransduktionsweg (Abbildung
1, links) wird durch die Aktivierung von den membrangebundenen Todesrezeptoren aus der
TNF(tumor necrosis factor)-Rezeptorfamilie, zu denen beispielsweise TNF-Rezeptoren 1 und
2 (TNFR1, TNFR2), TRAIL(TNF-related apoptosis-inducing ligand)-Rezeptoren (TRAILR1
und -2 auch bezeichnet als DR4 und 5) oder der Fas (CD95/Apo-1) Rezeptor gehdren,
vermittelt. Durch die Bindung von spezifischen Liganden an ihre Rezeptoren (z.B. TNF an
TNFR, TRAIL an TRAILR oder FasL an Fas) kommt es zur Oligomerisierung der
Rezeptormolekile auf der Zellmembran und zur Rekrutierung des Adaptormolekils FADD
(Fas-associated protein with death domain) an die Todesdomanen (DD, death domains) am
zytosolischen C-Terminus des Rezeptors. Eine andere Doméane des FADD-Molekils,

namlich die Todeseffektordomane (DED, death effector domain) ist fur die Rekrutierung der
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Initiatorcaspase verantwortlich (Caspase-8 oder -10) (Ashkenazi 2002; Falschlehner et al.
2007; Johnstone et al. 2008; Strasser et al. 2009). Es entsteht ein Multiproteinkomplex, der
sogenannte DISC (death-inducing signalling complex) (Kischkel et al. 1995), dessen Bildung
die Autoaktivierung der Initiatorcaspasen als Folge hat. Diese Aktivierung kann durch das
zellulére Protein FLIP (FLICE-like inhibitory protein) inhibiert werden (Irmler et al. 1997). Es
existieren bis jetzt drei Splicevarianten dieses Proteins: cFLIPs, cFLIPr und cFLIP.. Auch
wenn beide cFLIPs sowie cFLIP. zu dem DISC-Komplex Uber ihre Todeseffektordomanen
rekrutiert werden, scheinen sie mdglicherweise gegensatzliche Funktionen zu haben.
Wahrend cFLIPs (und moglicherweise auch cFLIPg) die Aktivierung von Caspase-8,
wahrscheinlich durch die kompetetive Bindung an FADD blockiert, werden beim cFLIP, pro-
sowie anti-apoptotische Fahigkeiten diskutiert (Falschlehner et al. 2007).

In manchen Zelltypen (Typ I-Zellen) ist die Aktivierung der Initiatorcaspasen ausreichend, um
weiter die Effektorcaspasen zu spalten und den Zelltod vollstandig auszufiihren. In anderen
Zellen (Typ lI-Zellen) wird die Aktivierung von Caspase-8 durch die Spaltung von einem
BH3-only Protein Bid zu seiner aktiven Form tBid (truncated Bid) herbeigefuhrt (Li et al.
1998; Scaffidi et al. 1998). Das gespaltene Bid kann dann entweder die pro-apoptotischen
Proteine Bak und/oder Bak direkt aktivieren oder die anti-apoptotischen Fahigkeiten der Bcl-
2-artigen Proteine hemmen (die Aktivierung der Proteine Bax/Bak wird genauer im Abschnitt
1.1.3 beschrieben) (Willis und Adams 2005). So entsteht eine Verbindung zwischen dem

Rezeptor-vermittelten und dem mitochondrialen apoptotischen Signaltransduktionsweg.
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Abbildung 1: Zwei Signaltransduktionswege, extrinsischer (Rezeptor-vermittelter) und intrinsischer
(mitochondrialer) Weg, die wiahrend der Apoptose eingeschaltet werden kénnen.

Auf der einen Seite fuhrt die Bindung eines Liganden an den Todesrezeptor zur Rekrutierung des Adaptorproteins
FADD und zur weiteren Bildung des Proteinkomplexes DISC. Dabei werden die Initiatorcaspasen 8 bzw. 10
autoaktiviert, was zur Caspase-3-Aktivierung und zur Apoptose fihrt. Auf der anderen Seite konnen zahlreiche
proapoptotische Stimuli (wie UV-Licht oder Wachstumsfaktorentzug) die BH3-only Proteine aktivieren. Diese
kénnen die Effektoren Bak/Bax an den Mitochondrien aktivieren. Die pro-apoptotischen Eigenschaften der
Effektoren konnen durch die anti-apoptotischen Bcl-2-artigen Proteine verhindert werden. Falls es zur Aktivierung
von Bak/Bax kommt, wird die mitochondriale Auflenmembran zerstért und die ,apoptogenen® Agenzien (u. a.
Cytochrom c¢) aus dem Intermembranbereich der Mitochondrien freigesetzt. Dies fiihrt zur Bildung des
Apoptosoms und der daraus folgenden Aktivierung der Caspase-9, welche wiederum Caspase-3 spalten kann. In
den sogenannten Typ lI-Zellen wird der extrinsische und intrinsische Weg Uber das BH3-only Protein Bid
verbunden. Die aktive Caspase-8 fuhrt dabei zur Enstehung von tBid, welches wiederum die Bax/Bak Proteine
und folglich den mitochondrialen Weg aktivieren kann. Modifiziert nach (Ashkenazi 2002; Danial und Korsmeyer
2004; Strasser 2005; Johnstone et al. 2008).

1.1.2.2 Der intrinsische Signaltransduktionsweg

Der intrinsische oder mitochondriale apoptotische Signaltransduktionsweg wird durch die
Proteine aus der Bcl-2-Familie kontrolliert (Abbildung 1, rechts). Durch verschiedene extra-
oder intrazellulare Stressstimuli wie Zytokin-, Wachstumsfaktorentzug, Hypoxie oder DNA-
Schaden werden die pro-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie, die sogenannten BH3-
only Proteine, induziert oder aktiviert (Cory et al. 2003; Strasser 2005; Youle und Strasser

2008). Sie besitzen die Fahigkeit, die anderen pro-apoptotischen Proteine aus der Bcl-2-
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Familie Bax und Bak direkt bzw. indirekt (d.h. durch die Hemmung der anti-apoptotischen
Mitglieder der Bcl-2-Familie) zu aktivieren (Cheng et al. 2001; Zong et al. 2001; Letai et al.
2002; Chen et al. 2005). Aktives Bak und Bax oligomerisiert an der mitochondrialen
AuRenmembran und fihren zu deren Permeabilisierung (MOMP, mitochondrial outer
membrane permeabilization) (Kuwana et al. 2002; Newmeyer und Ferguson-Miller 2003).
Verschiedene pro-apoptotische Komponenten wie Smac/DIABLO (Du et al. 2000; Verhagen
et al. 2000), Omi/HtrA2 (Suzuki et al. 2001) und Cytochrom c (Liu et al. 1996; Kluck et al.
1997; Yang et al. 1997), werden folglich aus dem Intermembranbereich (IMS, intermembrane
space) in das Zytoplasma freigesetzt. Es kommt zur Bildung von einem Proteinkomplex, dem
sogenannten Apoptosom (Acehan et al. 2002), der die Aktivierung von Caspase-9
ermdglicht. Dabei bindet das Cytochrom ¢ an das zytoplasmatische Protein Apaf-1 (apoptotic
protease-activating factor 1) und flihrt zu dessen Konformationséanderung. Dies erlaubt die
ATP/dATP-abhangige Bindung von Caspase-9 an Apaf-1, welche Uber deren
CARD(caspase recruitment domain)-Domanen erfolgt (Shi 2006). Durch die Bildung des
heptamerischen Apoptosomrings wird die Procaspase-9 gespalten und aktiviert (Li et al.
1997). In Folge werden Effektorcaspasen eingeschaltet und Apoptose wird vollzogen. Die
Aktivierung der Caspase-9 via Apaf-1 ist fur den erfolgreichen Zelltod der neuronalen Zellen
sowie Fibroblasten notwendig (Hao et al. 2005). Eine andere Moglichkeit, die Caspasen
wahrend der mitochondrialen Apoptose unabhangig von der Apoptosomentstehung zu
induzieren, ist die Hemmung deren Inhibitoren IAPs (inhibitor of apoptosis proteins) (Crook et
al. 1993; Roy et al. 1995). Es wurde mehrfach berichtet, dass die zellularen IAPs die
Fahigkeit besitzen, die proteolytische Aktivitat verschiedener Caspasen durch deren
BIR(baculovirus IAP repeat)-Domanen zu inhibieren (Salvesen und Duckett 2002;
Srinivasula und Ashwell 2008). Das bereits erwahnte mitochondriale Protein Smac/DIABLO
kann die anti-apoptotische Eigenschaften der I1APs blockieren (Du et al. 2000; Verhagen et
al. 2000) und somit die Caspaseninduktion vorantreiben. Allerdings lassen sich diese
Aussagen nicht fur alle IAPs generalisieren, da die Mitglieder der |IAP-Familie viele andere
molekulare Funktionen, nicht nur wahrend der Apoptose, ausiben (Salvesen und Duckett
2002; Srinivasula und Ashwell 2008) (s. Abschnitt 1.1.4).

1.1.3 Die Bcl-2-Proteinfamilie

Das Bcl-2-Gen wurde von Tsujimoto und Kollegen durch die Klonierung der flankierenden
Regionen einer Bruchstelle am Chromosom 18 bei den Patientenproben mit der follikularen
B-Zell-Lymphoma entdeckt (Tsujimoto et al. 1985). Die Wissenschaftler berichteten, dass
eine chromosomale Translokation t(14;18) von Bcl-2, zu einer Uberexpression des Proteins
gefuhrt hat, indem es zur Kopplung mit dem Genlocus der schweren Kette des
Immunglobulins gekommen ist (Bakhshi et al. 1985; Tsujimoto et al. 1985; Cleary et al.
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1986). Weitere Untersuchungen haben Uberraschenderweise gezeigt, dass das neu
entdeckte Bcl-2-Protein nicht wie alle bisher bekannten Onkogene die Proliferation der Zelle
ankurbelt, sondern Apoptose verhindert (Vaux et al. 1988).

Mittlerweile besteht die Bcl-2-Familie aus mindestens zwanzig humanen Proteinen, woraus
die wichtigsten in der Abbildung 2 schematisch dargestellt sind. Wie bereits erwahnt,
kontrollieren diese den mitochondrialen Apoptoseweg, indem sie die Cytochrom c-
Freisetzung regulieren. Die Interaktionen zwischen den pro- und den anti-apoptotischen Bcl-
2-Familienmitgliedern entscheiden ber die apoptotischen Ereignisse in der Zelle (Cory et al.
2003; Strasser 2005; Youle und Strasser 2008).

1.1.3.1 Die Struktur

Alle Mitglieder der Proteinfamilie verfligen Uber eine bis vier BH(Bcl-2-Homologie)-Domanen.
Die anti-apoptotischen Proteine wie Bcl-x., Bcl-w, Mcl-1, A1 und Bcl-2 selbst werden durch
ihre sequentielle, strukturelle, aber vor allem funktionelle Ahnlichkeit mit dem ersten
entdeckten Mitglied auch ,Bcl-2-artig® genannt. Sie besitzen alle vier BH-Regionen (eine
Ausnahme ist hier das Protein Mcl-1) und schiitzen die Zelle vor vielen zytotoxischen Stimuli
wie Zytokinentzug, UV-Strahlung oder Chemotherapeutika (Vaux et al. 1988; Huang et al.
1997).

Die pro-apoptotischen Angehdrigen der Bcl-2-Familie lassen sich weiter in die sogenannten
Bax/Bak-artigen und die BH3-only Proteine unterteilen. Auch wenn diese zwei Subgruppen
die Apoptose positiv beeinflussen, haben sie dennoch unterschiedliche molekulare
Funktionen. Die Proteine Bax und Bak (und evtl. das wenig erforschte Bok) ahneln in der
Sequenz und Struktur den Bcl-2-artigen Mitgliedern (Suzuki et al. 2000) und besitzen drei
der vier definierten BH-Domanen. Die BH3-only Proteine wie Bim, Puma, Noxa, Bid oder
Bad besitzen dagegen nur das BH3-Motiv (Zha et al. 1996) und weisen auflerdem wenige
sequentielle oder strukturelle Gemeinsamkeiten weder untereinander noch mit den anderen
Angehdrigen der Bcl-2-Familie auf (Bid gilt hier als Ausnahme). Zudem wahrend die Bax und
Bak direkt auf der mitochondrialen Ebene fir die Permeabilisierung der Auflenmembran
verantwortlich sind (Newmeyer und Ferguson-Miller 2003), fungieren die BH3-only Proteine
als Sensibilisatoren, welche die Stressstimuli an diese Effektoren weitergeben (Cheng et al.
2001; Zong et al. 2001).
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Abbildung 2: Die wichtigsten Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie.

Die Abbildung zeigt die vereinfachte Struktur der Proteine (links N-Termini, rechts C-Termini) sowie die
Gruppierung nach deren Funktion. BH = Bcl-2-Homologiedoméne, TM = Transmembrandomane. Modifiziert nach
(Strasser 2005; Youle und Strasser 2008).

Die bisherigen Rontgenstruktur- und NMR-Studien haben sieben Proteine aus der Bcl-2-
Familie mit einer sehr dhnlichen 3D-Struktur zeigen kdnnen. Faszinierenderweise gehéren
diese Proteine zu der pro-apoptotischen (die Effektoren Bax (Suzuki et al. 2000), Bak
(Moldoveanu et al. 2006) und das BH3-only Protein Bid (Chou et al. 1999; McDonnell et al.
1999)) sowie zu der anti-apoptotischen (Bcl-x. (Muchmore et al. 1996), Bcl-2 (Petros et al.
2001), Bcl-w (Denisov et al. 2003; Hinds et al. 2003) und Mcl-1 (Day et al. 2005)) Subgruppe
der Bcl-2-Familie. Sie alle bestehen aus einem Biindel ausa —Helices, wo zwei vornehmlich
hydrophobe Haupthelices von amphipatischen Helices umgeben sind. Die konservierten BH-
Domanen 1, 2 und 3 bilden eine hydrophobe Tasche, wo das BH3-Motiv der BH3-only
Proteine (Petros et al. 2000; Liu et al. 2003) oder der anderen Multidomanen-Bcl-2-Mitglieder
andocken kann (Sattler et al. 1997). Am C-terminalen Ende der sieben erwahnten Proteine
befindet sich eine hydrophobe Transmembrandomane (Abbildung 2), die im zytosolischen
Milieu die eigene hydrophobe BH1/2/3-Furche besetzt. Auch wenn Bid keinen
Transmembrananker besitzt, kann es mit einer C-terminalen alpha-Helix in Membranen
integrieren und ihre Permeabilisierung durch Bax verursachen (Lovell et al. 2008). Auch
manche BH3-only Proteine haben eine Transmembrandomane (Abbildung 2), wodurch das
Membrantargeting ermdglicht wird. Es ist immer noch unklar, ob das BH3-only Protein Puma

in die mitochondriale Membran integrieren kann; die Experimente unserer Arbeitsgruppe
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weisen sowohl eine Transmembransequenz als auch eine C-terminale mitochondriale
Importsequenz von Puma auf (Wilfling et al., unverdffentlichte Daten).

Die Proteine der Bcl-2-Familie kommen nicht nur in der mitochondrialen, sondern auch in
den anderen Membranen und im Zytosol vor. Bcl-2 wurde beispielsweise hauptsachlich an
den Mitochondrien, dem endoplasmatischen Retikulum (ER) und der Zellkernhille lokalisiert
(Nguyen et al. 1993; Lithgow et al. 1994). Die anderen anti-apoptotischen Multidomanen-
Proteine Bcl-w, Bcl-x, und Mcl-1 sind teilweise im Zytosol und teilweise an den
mitochondrialen Membranen zu finden (Hsu et al. 1997; Hausmann et al. 2000; Nijhawan et
al. 2003; Wilson-Annan et al. 2003). Obwohl beide Bak und Bax als Effektoren die gleiche
Funktion bei MOMP haben, unterscheiden sie sich deutlich in ihrer subzellularen
Lokalisation. Wahrend sich Bak bereits an der mitochondrialen (und ER-) Aulenmembran
befindet, kommt Bax dagegen in einer gesunden Zelle vornehmlich in seiner zytosolischen
Form vor und muss flr die Permeabilisierung der Mitochondrien aktiviert und transportiert
werden (Hacker und Weber 2007).

1.1.3.2 Die Aktivierung

Die Frage der Aktivierung der pro-apoptotischen Proteine, die zur Freisetzung des
Cytochroms ¢ und weiter zur Initialisierung der Caspasenkaskade flhren, ist einer der
wichtigsten Zielpunkte der Apoptoseforschung geworden. Es ist immer noch unklar, wie die
BH3-only Proteine die Effektoren aktivieren, aber auch wie genau die Effektoren die
mitochondriale AulRenmembran permeabilisieren (Willis und Adams 2005; Chipuk et al.
2006; Hacker und Weber 2007; Chipuk und Green 2008). Es wurde gezeigt, dass Bax, aber
auch die anti-apoptotische Multidomanen-Proteine wie bspw. Bcl-x, Poren in der
Auflenmembran der Mitochondrien bilden kénnen (Antonsson et al. 1997; Minn et al. 1997).
Bevor das geschieht, kommt es zur Konformationsanderung (Hsu und Youle 1998; Griffiths
et al. 1999; Griffiths et al. 2001) und Oligomerisierung (Antonsson et al. 2001; Nechushtan et
al. 2001) von Bak/Bax an den Mitochondrien, wobei das letzte durch die Uberexpression von
Bcl-2 verhindert werden kann (Mikhailov et al. 2001).
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Abbildung 3: Zwei mégliche Mechanismen fiir die Aktivierung von Effektoren Bax/Bak.

Nach dem ,Direct binding“ Prinzip kénnen die starken Killer BH3-only Proteine (z. B. Bim), welche an die
Effektoren gebunden sind, durch die sogenannten ,Sensitizer” (z. B. Bad) befreit werden. In der Folge kénnen die
befreiten ,Aktivatoren® die Effektoren Bax/Bak direkt aktivieren. In dem ,Displacement Modell“ dagegen sind die
Effektoren (vor allem Bak) an die Bcl-2 Mitglieder gebunden und werden dadurch inaktiv gehalten. Nach der
Bindung der aktivierten BH3-only Proteine werden die anti-apoptotischen Proteine neutralisiert, was folglich zur
Autoaktiverung von Effektoren fiihrt. Modifiziert nach (Willis und Adams 2005).

Es werden hauptsachlich zwei Modelle (Abbildung 3) zur Aktivierung von Bak/Bax durch die
BH3-only Proteine in der Literatur lebhaft diskutiert. Der erste Vorschlag kam von der
Arbeitsgruppe um Stanley Korsmeyer aus USA (Letai et al. 2002). In dem ,direct binding®
Modell (Abbildung 3, links) teilen die Wissenschaftler die BH3-only Proteine bzw. dessen
BH3-Motive in die sogenannten ,Bid-artigen“ und die ,Bad-artigen® ein. Die Bid-artigen
Peptide, zu denen nur die BH3-Domanen von Bim und Bid selbst gehdéren, sind in der Lage
Bax und Bak direkt zu aktivieren und werden somit auch als ,Aktivatoren“ bezeichnet. In der
raumlichen Nahe von den Bcl-2-artigen Proteinen werden die Aktivatoren allerdings durch
die anti-apoptotischen Mitglieder abgefangen. Die Bad-artigen Peptide, welche durch die
BH3-Motive von Bad oder Bik reprasentiert sind, konnen alleine keine Effektorproteine
induzieren. Dennoch sensibilisieren sie die Mitochondrien, indem sie die Bcl-2-artige
Mitglieder binden, und werden deshalb auch ,Sensitizer* genannt. Die gebundenen
Aktivatoren brauchen folglich die Einwirkung der Sensitizer um von den Bcl-2-artigen
Proteinen befreit zu werden und die Bax/Bak zu aktivieren (Letai et al. 2002). Das Modell
wurde von der gleichen Arbeitsgruppe weiterentwickelt, die vier Jahre spater erganzende

Ergebnisse publiziert hat (Certo et al. 2006). Die Wissenschaftler haben diesmal alle anti-

9



Einleitung

apoptotischen Proteine und deren Bindung an die BH3-Peptide untersucht. Eine
Uberlebensabhéngigkeit der Zelle von einem anti-apoptotischen Protein, die sich durch die
Bindungskorrelation zwischen ihm und den Sensitizern bestimmen lasst, wurde als ,BH3-
Profiling“ bezeichnet. Man kann zwischen der Bcl-2 und der Mcl-1-Abhangigkeit der Zelle
unterscheiden. AuRerdem wurde ein neues Stadium ,prapariert fir den Tod" (primed for
death) eingefihrt, welches die Zelle zwischen dem apoptotischen und dem gesunden
Zustand positioniert. Certo und Kollegen schlagen vor, dass bei den Zellen, die nicht fir den
Tod prapariert sind, die Sensitizer alleine keine Apoptose auslésen kdnnen. In den
praparierten Zellen dagegen sind die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie durch
die Aktivatoren bereits gebunden und kénnen somit die Effektoren aktivieren, sobald sie von
den Sensitizern in der hydrophoben Tasche deplatziert werden. Die Praparation der
Mitochondrien bzw. Zellen geschieht oft durch die Anregung der Zelle mit den apoptogenen
Stimuli wie Zytokinentzug (IL-3-Entzug bei FL5.12-BCL-2 Zellen) oder entsteht ohne
experimentelle externe Intervention durch den malignen Phenotyp der Zelle bspw. in murinen
Bcl-2-abhangigen Leukamiezellen.

Das alternative Modell zur Bax/Bak-Aktivierung wurde als das ,Displacement® Modell
(Abbildung 3, rechts) bezeichnet und von einer australischen Arbeitsgruppe um David Huang
vorgeschlagen (Chen et al. 2005). In diesem Fall basiert die Aktivierung der Effektoren
alleine auf der Neutralisation der Bcl-2-artigen Proteine durch die BH3-only Mitglieder. Die
Bindung und somit die Inaktivierung der anti-apoptotischen Proteine durch die BH3-only
Proteine reicht aus, um Bax/Bak zu befreien. Es folgen Oligomerisierung und Autoaktivierung
der Effektoren ohne direkten Kontakt mit den BH3-only Mitgliedern. Allerdings binden die
BH3-Motive die Bcl-2-artigen Proteine unterschiedlich stark. Bei den pro-apoptotischen
Mitgliedern kann man, laut Chen und Kollegen, zwischen den nicht-selektiven oder potenten
Binder und den selektiven oder schwachen Binder unterscheiden. Diese Trennung basiert
auf dem Bindungsmuster der BH3-Domanen der BH3-only Proteine und ist vereinfacht in der
Abbildung 4 dargestellt. Die BH3-Peptide von Bim oder Puma konnen alle anti-apoptotischen
Multidomanen-Proteine binden und fungieren somit als starke Killer. Die selektiven Binder
wie Bad, Bmf oder Noxa kdnnen dagegen nur an bestimmte Bcl-2-artigen Proteine andocken
und fuhren deshalb nur zum relativ schwachen Zelltod. Im Vergleich zu dem ,Direct binding*
Modell kénnen in diesem Fall die schwachen (Sensitizer) auch ohne die starken Killer
(Aktivatoren) auskommen, so lange alle anti-apoptotischen Proteine neutralisiert sind.
Folglich kann die Kombination von bspw. Noxa (neutralisiert Mcl-1 und A1) und Bad (bindet
Bcl-2, -w und -x,) erfolgreich Apoptose auslésen, was auch Bim oder Puma alleine erzielen
kénnten (Willis et al. 2005).

Beide Modelle haben ihre Starken und Schwéachen und wurden durch mehrere Studien

sowohl bestatigt als auch abgelehnt. Das ,direct binding“ Modell (Letai et al. 2002) wurde in
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einem zellfreien System durchgeflihrt, was die Frage hervorruft, ob das gleiche in einem
zellularen Milieu passieren wirde. Zusatzlich wurden hier keine Gesamtlangeproteine
sondern viel kurzere BH3-Motive der BH3-only Proteine verwendet, welche eventuell andere
Bindungseigenschaften besitzen kdnnten. Allerdings basieren die Bindungsexperimente des
alternativen Modells von Chen at al. auch auf den kurzen BH3-Peptiden.

Das ,direct binding“ Modell schliet Puma aus dem Kreis der Aktivatoren aus. Dies kommt
von der Beobachtung, dass das korrespondierende BH3-Peptid kein Cytochrom ¢ aus den
Mitochondrien freisetzen bzw. kein Bax aktivieren und zur Permeabilisation der Liposomen
fuhren kann (Letai et al. 2002; Kuwana et al. 2005; Certo et al. 2006). Es gab allerdings
Studien, die einen starken Beweis fur Puma als Aktivator liefern, da sie Uber die Bindung von
Puma an Bax (Cartron et al. 2004) oder auch Uber die Freisetzung von Cytochrom c¢ aus
isolierten Mitochondrien durch das Protein berichteten (Kim et al. 2006). Das alternative
,Displacement” Modell sieht Puma als einen starken Killer, da das PumaBH3-Peptid alle anti-
apoptotischen Mitglieder binden und darlber hinaus die virale Uberexpression des
Gesamtlangeproteins sehr effektiv den Zelltod in den MEF(mouse embryonic fibroblasts)-
Zellen hervorrufen kann (Chen et al. 2005).

Aber nicht nur Puma soll die Effektoren beeinflussen kénnen. Es wurde neuerdings ein
Vorschlag gemacht, dass auch andere BH3-only Peptide als Bim oder Bid Cytochrom ¢ aus
den Mitochondrien und folglich Apoptose auslésen kénnen. Die BH3-Domanen von Noxa
sowie Bmf sollen auch in Abwesenheit von den starken Killern wie Bim und Bid die Effektor-

vermittelte Apoptose zu induzieren (Du et al. 2011).

Nichtselektive Binder /
i potente Killer
Pro-apoptotische BH3-only
Mitglieder
Selektive Binder /
schwacheKiller

Anti-apoptotische N

Mitglieder : Mel-1
Pro-apoptotische Bak/
Mitglieder Bax

Abbildung 4: Bindungsmuster fiir die BH3-only Proteine und deren Targets Bcl-2-artige Mitglieder.

Proteine

Die Aktivierung von Effektoren Bax/Bak kann nur nach der Neutralisation von allen anti-apoptotischen Mitglieder
stattfinden. Die nichtselektiven Binder wie Bim, tBid oder Puma kénnen alle anti-apoptotischen Mitglieder binden
und somit alleine die Permeabilisierung der mitochondrialen AulRenmembran erfolgreich vorantreiben. Die
selektiven Binder wie Noxa oder Bad kénnen nur ein Teil der anti-apoptotischen Mitglieder binden und mussen
somit zusammenarbeiten um alle Bcl-2-artige Proteine zu neutralisieren. Modifiziert nach (Chen et al. 2005; Willis
und Adams 2005).
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Nicht nur deshalb weisen beide Modelle gewisse ,Licken* auf. Das ,amerikanische Modell
der Arbeitsgruppe aus Boston erklart nicht, wieso die Kombination von Noxa und Bad in
vielen Fallen zur Freisetzung vom Cytochrom c¢ aus den Mitochondrien oder zum Zelltod
fuhren konnte (Chen et al. 2005; Kim et al. 2006; Weber et al. 2009). Nach dem ,direct
binding® Modell konnte alleine die Zusammenarbeit von zwei Sensitizern und ohne
Anwesenheit der Aktivatoren unmdglich solche Auswirkung haben. Das Hauptproblem des
,direct binding“ Modells ist aber, dass die Bindung von den Aktivatoren an die Effektor
Proteine Bax/Bak bisher nicht Uberzeugend gezeigt wurde. Nur in Gegenwart von nicht-
ionischen Detergentien (Triton-X100 oder Octylglucosid), welche die Konformation von Bax
andern (Hsu und Youle 1998), ist es gelungen, eine schwache Bindung von Bim an Bax
nachzuwiesen (Willis et al. 2007). Eine andere Studie hat von der Interaktion zwischen dem
gleichen Proteinpaar berichtet, allerdings von der Bimg Splicevariante, die zwar apoptotisch
sehr potent ist, wird aber unter physiologischen Bedingungen in der Zelle kaum exprimiert
(Marani et al. 2002). Auch die Bindung von dem Aktivator Bid an Bax/Bak wurde untersucht.
In vitro Immunoprazipitationsexperimente mit tBid und Bak bzw. Bax haben eine Interaktion
gezeigt (Wang et al. 1996; Wei et al. 2000). Nichtsdestotrotz bleibt es offen, ob die BH3-only
Proteine an die Effektoren tatsachlich binden kénnen, da ein glaubwirdiger Nachweis sehr
schwer ist. Deshalb vielleicht wird flr die Aktivierung der Effektoren durch die BH3-only
Proteine ein Mechanismus nach dem Prinzip ,hit-and-run“ vorgeschlagen, da tBid nach dem
AnstoRen vom Bax und dessen ausgeldster Oligomerisierung nicht mehr in dem Komplex
nachweisbar ist (Wei et al. 2000).

Auch das ,australische® Modell der Arbeitsgruppe aus Melbourne ist nicht ganz
zufriedenstellend. Der Schwerpunkt der bestatigenden Studien liegt hauptsachlich bei Bak
nicht Bax. Es wurde gezeigt, dass Bak in den gesunden Zellen an den Mitochondrien
lokalisiert ist und dort durch zwei anti-apoptotische Proteine Mcl-1 und Bcl-x, gebunden und
somit inaktiv gehalten wird (Willis et al. 2005). Sobald ein starker Killer wie Bim oder zwei
schwachere Killer wie Noxa und Bad, welche entsprechend Mcl-1 sowie Bcl-x. binden
kénnen, wird Bak an den Mitochondrien befreit, aktiviert und verursacht Permeabilisierung
deren Aulenmembran. Es wurde zusatzlich postuliert, dass weder Bcl-2 noch ein anderes
anti-apoptotisches Mitglied an der Bindung von Bak beteiligt ist. Fir Bax wurde in einer
weiteren Studie ein Vorschlag gemacht, es sei moglicherweise durch die vier anti-
apoptotischen Proteine Mcl-1, Bcl-2, Bcl-x, und Bcl-w gebunden (Willis et al. 2007). Da sich
Bax normalerweise in einem inaktiven Zustand im Zytosol befindet, muss es fur die
Auslosung der Apoptose erst an die Mitochondrien transportiert werden. Die Bax-
Aktivierungsstudien, die hauptsachlich in einem zellfreien System durchgeflihrt worden sind,
ignorierten meistens diese wichtige Tatsache. Deshalb ist es bis jetzt unklar was die Bax-

Translokation steuern kdnnte (diskutiert in (Paschen et al. 2007)).
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Dass die mitochondriale Translokation und Lokalisation der BH3-only Proteine eine sehr
wichtige Rolle wahrend des apoptotischen Vorgangs spielt, haben Weber und Kollegen
gezeigt (Weber et al. 2007). In der Studie wird postuliert, dass die Insertion von Bims in die
mitochondriale AuRenmembran essenziell fir die Ausldsung der Bax-vermittelten Apoptose
ist. Eine Bimgs-Mutante, welche keine Transmembrandomane besitzt, verlor ihre
apoptoseinduzierende  Fahigkeiten. Diese konnten durch die Ersetzung der
Transmembrandomane durch einen Transmembrananker aus der Hefe teilweise wieder
hergestellt werden. Gleichzeitig wird postuliert, dass die Bindung der kurzen Splicevariante
von Bim an die Bcl-2-artigen Proteine fur die Bax-Aktivierung nicht notwendig ist. Diese
Beobachtung wurde mit einer anderen Bims-Mutante Uberpriift, die weder Bcl-2 noch Mcl-1
bindet, sich aber in der mitochondrialen Fraktion befindet und apoptotisch erfolgreich ist
(Weber et al. 2007).

1.1.3.3 Die Regulation

Wie bereits beschrieben, werden die Interaktionen zwischen den Effektoren, den Bcl-2-
artigen Mitgliedern und den BH3-only Proteinen intensiv untersucht. Um das gewiinschte
Gleichgewicht zwischen der Apoptose und dem Uberleben der Zelle zu behalten, missen
diese drei Subgruppen der Bcl-2-Familie sorgfaltig reguliert werden. Die Regulation der BH3-
only Proteine Noxa, Puma und Bim kann beispielsweise auf der transkriptionellen Ebene
erfolgen. Beide Noxa und Puma werden nach der Aktivierung des Tumorsupressors p53, der
eine essentielle Rolle nach der Schadigung der DNA spielt, exprimiert (Oda et al. 2000;
Nakano und Vousden 2001; Yu et al. 2001; Shibue et al. 2003). Wie bereits erwahnt, wird
Bid durch die proteolytische Spaltung durch die Caspase-8 zur seiner aktiven Form tBid
gespalten (Li et al. 1998). Bim kann durch die Transkriptionsfaktoren FOXO3A (the class O
forkhead box transcription factor-3A) nach Wachstumsfaktorenzug (Dijkers et al. 2000) und
CEBPa (CCAAT-enhancer binding protein-a) oder CHOP (CEBP homologous protein) als
Antwort auf ER-Stress (Puthalakath et al. 2007) induziert werden. Manche BH3-only Proteine
werden Uber die post-translationalen Modifikationen wie Phosphorylierung reguliert. Bad zum
Beispiel wird durch seine Dephosphorylierung in Antwort auf Wachstumsfaktorenzug aktiviert
(Zha et al. 1996).

Die Phosphorylierung von Bim hat sich als komplizierter herausgestellt. Einerseits kann die
Phosphorylierung durch die MAP-Kinase ERK (extracellular signal-regulated kinase) an drei
Serin-Resten (S59, S69 und S104 in Menschen bzw. S55, S65 und S100 in der Maus)
erfolgen und zur Ubiquitinierung und folglich zum proteasomalen Abbau des Proteins flihren
(Ley et al. 2003; Luciano et al. 2003; Harada et al. 2004). Anderseits kann die
Phosphorylierung an der Serin 69 durch die MAP-Kinase JNK (c-jun N-terminal kinase) nach
dem Entzug der Wachstumsfaktoren in manchen Neuronen zur Induktion der Apoptose

beitragen (Putcha et al. 2003). In Osteoklasten wird die Ubiquitinierung von Bim als Folge
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des Wachstumsfaktorenzugs reduziert, was die Proteinmenge erhoht und zur Apoptose flhrt
(Akiyama et al. 2003). AuRerdem kdnnen Bim und Bmf durch Strukturen des Zytoskeletts
gebunden und somit in Schach gehalten werden. Bim musste fir seine Aktivierung von
Dyneins leichte Kette (DLC1/LC8) aus dem Dynein-Motor-Komplex (Puthalakath et al. 1999)
und Bmf von DLC2 aus dem Myosin-V-Motor-Komplex befreit werden (Puthalakath et al.
2001). Wahrend die Behandlung mit Paclitaxel (Taxol; einem mitotischen Inhibitor, der auf
Mikrotubuli wirkt) nur Bim vom Zytoskelett 16st, wird durch Anoikis (Zelltod hervorgerufen
durch den Verlust des Kontakts zwischen der Zelle und der umgebenden Extrazellularen
Matrix) nur Bmf befreit (Puthalakath et al. 2001). Durch UV-Strahlung werden dagegen beide
BH3-only Proteine Bim und Bmf von den Motor-Komplexen geldst, indem das DLC-
Bindungsmotiv durch JNK phosphoryliert wird (Lei und Davis 2003). Eine andere Studie
konnte dagegen keine Anderung in der Bindung von Bim an die Zytoskelettelemente als
Folge der ERK-abhangigen Phosphorylierung des Proteins beobachten (Hacker et al. 2006).
Die Korrelation zwischen der Bim-Phosphorylierung und seiner Bindung an die Dyneins
leichte Kette hangt im Wesentlichen von der Splicevariante des Proteins ab. Bim kann zu
mindestens drei verschiedenen Isoformen gespliced werden. Die bekanntesten und meist
untersuchten sind Bimg_ (extra long), Bim_ (long) und das bereits erwahnte Bims (short)
(O'Connor et al. 1998). Die kurzeste Isoform Bimg besitzt keine DLC-Bindungsstelle und ist
eventuell deshalb apoptotisch sehr potent. Die extra-lange Variante besitzt, im Vergleich zu
den kurzeren Isoformen zusatzlich eine ERK-Dockingdoméane und -Phosphorylierungsstelle
und kann durch ERK phosphoryliert und somit fir den Proteasom-abhangigen Abbau
bestimmt werden (Ley et al. 2005).

Auch die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie kdnnen transkriptionell und post-
translationell reguliert werden. Die Transkription von Bcl-x, wird zum Beispiel Uber den
JAK/STAT(the Janus kinase/signal transducer and activator of transcription)-
Signaltransduktionsweg als Folge der Wirkung von Wachstumsfaktoren induziert (Grad et al.
2000). Mcl-1 ist ein Protein mit rapidem Umsatz, welcher Uber die proteasomale Degradation
erfolgt und teilweise als Antwort auf Zytokinentzug oder andere pro-apoptotische Stimuli wie
bspw. UV-Strahlung forciert wird (Hershko und Ciechanover 1998; Nijhawan et al. 2003).
Das BH3-only Protein Noxa und die E3-Ubiquitin-Ligase Mule (Mcl-1 ubiquitin ligase ES3,;
auch ARF-BP1 genannt) kénnen Uber deren Bindung flr den Abbau von Mcl-1 verantwortlich
sein (Willis et al. 2005; Zhong et al. 2005). Kurzlich wurde eine Deubiquitinase USP9X
beschrieben, welche die Poly-Ubiquitin-Ketten von Mcl-1 entfernt und im Gegensatz die

Stabilisierung des Proteins verursacht (Schwickart et al. 2010)

1.1.3.4 Die physiologische Rolle der Bcl-2-Familienmitglieder

Eine falsche Regulation des Proteins bzw. der Verlust oder eine Mutation des

korrespondierenden Gens kénnen eine wichtige Informationsquelle Uber die physiologische
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Rolle des Eiweildes sein. Die zahlreichen Versuche in vivo mit den Mausmodellen bzw. KO-
Mausen sowie in vitro mit den murinen bzw. humanen Zellen, haben eine Reihe von
interessanten und hilfreichen Ergebnissen bzgl. der Bedeutung der Bcl-2-Proteinfamilie
geliefert.

Nachdem die Effektoren Bax und Bak fur die Permeabilisierung der mitochondrialen
AuRenmembran direkt verantwortlich sind, ist es keine Uberraschung, dass Bak/Bax Doppel-
Knockout(DKO)-Zellen eine Resistenz gegenuber den meisten intrinsischen apoptotischen
Stimuli aufweisen (Wei et al. 2001). Sogar die Uberexpression der BH3-only Proteine kann in
Abwesenheit von Bax/Bak keine Apoptose ausldsen (Cheng et al. 2001; Zong et al. 2001).
Folglich zeichnen sich Bax/Bak-DKO-Mause durch verschiedene schwere Missbildungen,
wie verbliebene Schwimmhaute zwischen den Fingern oder die Akkumulierung der
Uberschissigen Zellen im hematopoietischem System und zentralem Nervensystem, aus.
Die Mehrzahl dieser Féten stirbt schon wahrend der Entwicklung und weniger als 10 % der
Tiere Uberleben bis zum Erwachsenenalter. Allerdings ist die Entstehung wichtiger Organe
wie Lunge, Herz oder Leber in den Bax/Bak-DKO-Mause unbeeintrachtigt (Lindsten et al.
2000). Die Entwicklung der Bax- oder Bak-Einfach-KO-Mausen verlauft meist normal und
zeichnet sich durch kleinere physiologische Defekte aus. Die Bax-KO-Mause weisen eine
ubermafige Proliferation der Neuronen sowie eine leichte lymphoide Hyperplasie auf.
Wahrend die Fruchtbarkeit der Weibchen normal zu sein scheint, sind die Mannchen durch
eine defekte Differenzierung der Spermien unfruchtbar (Knudson et al. 1995). Dies ist nicht
der Fall in den Bak-KO-Tieren, die aulder einer verlangerten Lebensdauer von Thrombozyten
(Mason et al. 2007) nur sehr wenige Anomalien zeigen (Lindsten et al. 2000).

Fir eine fehlerfreie Embryogenese sind allerdings auch die anti-apoptotischen Proteine der
Bcl-2-Familie wichtig. Vor allem Mcl-1 und Bcl-x_ spielen dabei eine herausragende Rolle.
Wahrend die Bcl-x-KO-Mausembryos nur bis zum 13,5. Entwicklungstag Uberleben
(Motoyama et al. 1995), sterben die Mausembryos ohne die beiden Mcl-1-Allele sogar schon
im Blastozystenstadium (Rinkenberger et al. 2000). Normale Entwicklung ist dagegen bei
den Bcl-w-defizienten Mausen, mit Ausnahme der Unfruchtbarkeit der Mannchen, zu
beobachten (Print et al. 1998). Auch Bcl-2-KO-Tiere Uberleben das embryonale Stadium,
weisen aber einige Entwicklungsfehler (bspw. eine rasche Apoptose der Zellen des
lymphatischen Systems oder hypopigmentierte Haare) auf und sterben letztich an einer
polyzystischen Nierenerkrankung 4 bis 8 Wochen nach der Geburt (Veis et al. 1993). Eine
erhohte Apoptose der Mastzellen (Xiang et al. 2001) und Granulozyten (Hamasaki et al.
1998) wurde in Mausen mit dem ausgeschalteten A1A-Gen beobachtet (im Vergleich zum
Mensch besitzt die Maus nicht nur ein sondern vier A1-Gene).

Auch das BH3-only Protein Bim spielt eine wichtige Rolle bei der Apoptose von Granulozyten

(Villunger et al. 2003) und Mastzellen (Alfredsson et al. 2005), aber auch bei anderen
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Zelltypen wie Neuronen (Putcha et al. 2001; Whitfield et al. 2001) und Osteoklasten
(Akiyama et al. 2003) als Folge des Wachstumsfaktorentzugs. Darlber hinaus haben
Kirschnek und Kollegen gezeigt, dass die Phagozytose-induzierte Apoptose von
Makrophagen als Folge der Bim-Hochregulation und —Aktivierung geschieht (Kirschnek et al.
2005). Ebenso wird die Apoptose der aktivierten T-Zellen, was folglich die Terminierung der
T-Zell-abhangigen Immunantwort bedeutet, in Abhangigkeit von Bim ausgefihrt (Hildeman et
al. 2002; Pellegrini et al. 2003; Bauer et al. 2006). Bim ist aul’erdem essentiell flr die
korrekte Entwicklung des Immunsystems, indem es fir die Entfernung der autoreaktiven
Lymphozyten verantwortlich ist (Bouillet et al. 2002; Enders et al. 2003). Die gene-targeting
Studie hat gezeigt, dass Bim-defiziente Mause eine erhdhte Anzahl an lymphoiden und
myeloiden Zellen haben und zusatzlich eine fatale SLE(systemic lupus erythematosus)-
ahnliche Autoimmunkrankheit entwickeln (nur Mause mit dem gemischten C57BL/6 x 129SV
genetischen Hintergrund) (Bouillet et al. 1999).

Im Gegensatz zu Bim, dessen Abwesenheit zu erheblichen Entwicklungsstérungen fuhrt, hat
die Defizienz des anderen starken Killers Bid nur eine geringe Auswirkung auf die
embryonale Apoptose. Der Bid-Mangel wirkt sich allerdings unterschiedlich auf verschiedene
Zelltypen aus. Wahrend die Lymphozyten aus den Bid-defizienten Mausen normale
Sensitivitdt gegeniiber dem Fas-Ligand besitzen, zeigen beispielsweise Hepatozyten oder
Fibroblasten gewisse Resistenz gegenuber der Rezeptor-vermittelten Apoptose (Yin et al.
1999; Kaufmann et al. 2007).

Wie bereits erwahnt, sind die zwei BH3-only Proteine Puma und Noxa fir die p53-vermittelte
Apoptose verantwortlich. Interessanterweise fiihrt die Induktion von p53 durch die
Bestrahlung mit UV-Licht ausschliellich zur Aktivierung von Noxa, wahreng -Bestrahlung
Puma aktiviert (Erlacher et al. 2005; Naik et al. 2007). Zuséatzlich ist Puma fur die p53-
unabhangige Apoptose essentiell, etwa bei der Behandlung mit Glucocorticoiden,
Staurosporin oder Phorbolester sowie beim Wachstumsfaktorentzug (Jeffers et al. 2003;
Villunger et al. 2003). Ansonsten konnten in den Puma- oder Noxa-defizienten Mausen keine
gravierenden Auffalligkeiten beobachtet werden (Jeffers et al. 2003; Villunger et al. 2003).

In der Regel konnte die Potenz der BH3-only Proteine in den Mausmodellen bestatigt
werden. Mause, denen die starken Killer wie Bim, Puma oder Bid fehlen, zeigen mehr
Anomalitaten als Mause, die fur die schwacheren BH3-only Proteine wie Bad, Bik oder Bmf
defizient sind. Zuséatzlich wurde eine funktionelle Uberschneidung bestimmter BH3-only
Proteine in den verschiedenen DKO-Mausen gezeigt (diskutiert bspw. in (Youle und Strasser
2008)).

1.1.3.5 Der Bcl-2-Antagonist ABT-737

Viele Tumorarten Uberexprimieren anti-apoptotischen Bcl-2 Proteine und kénnen somit dem

apoptotischen Zelltod effizient entgehen (wie bspw. fir Bcl-2 erforscht wurde (Tsujimoto et
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al. 1985; Vaux et al. 1988)). Andere haben einen defekten Signaltransduktionsweg proximal
der Bcl-2-Proteinfamilie (bspw. eine p53-Mutation) und kénnen die pro-apoptotischen
Mitglieder nicht aktivieren und somit keine Apoptose in den transformierten Zellen auslésen.
Die friheren Strategien zur Behandlung von Krebs basierten auf empirischen Daten bzw. der
unspezifischen Aktivierung von Zelltod und waren deshalb oft erfolglos (bspw. die
Monotherapie vom malignen Melanom mit dem alkylierenden Chemotherapeutikum
Dacarbazin; diskutiert u. a. in (Ko und Fisher 2011); s. Kapitel 1.2.2). Eine neuere Anti-
Tumor-Strategie ist die Ausldésung der Apoptose durch die spezifische Hemmung der anti-
apoptotischen Proteine. Hierbei werden niedermolekulare Verbindungen, die sog. Bcl-2-
Inhibitoren (eher irrefihrend auch BH3-Mimetika genannt) verwendet. Diese ahmen die BH3-
Domane der BH3-only Proteine nach, indem sie in die hydrophobe Tasche der Bcl-2-artigen
Mitglieder hineinpassen und diese spezifisch blockieren kénnen. Ein solcher Bcl-2-Inhibitor
ist das kleine Molekll ABT-737, welches von Oltersdorf und Kollegen vorgestellt wurde
(Oltersdorf et al. 2005). ABT-737 wurde mit einer SAR-by-NMR (structure—activity relationship
by nuclear magnetic resonance)-Technologie entwickelt, die eine sehr effiziente
Suchmethode fir hoch-affine Protein-Liganden darstellt (Shuker et al. 1996). Das
Bindungsspektrum von ABT-737 ist dem von BH3-only Protein Bad ahnlich; Bcl-2, Bcl-x,
sowie Bcl-w werden mit nanomolarer Affinitdt gebunden. Die anti-apoptotischen Proteine
Mcl-1 und A1 werden dagegen nur mit einer viel schwacheren Affinitat (die sich in dem
mikromolaren Bereich bewegt) gebunden und werden somit nicht inhibiert (Oltersdorf et al.
2005; Lee et al. 2007).

Im Gegensatz zu den anderen friher entwickelten Molekulen ist ABT-737 ein echter Bcl-2-
Antagonist, da es in Abwesenheit von Bak und Bax keine Apoptose induzieren kann (van
Delft et al. 2006). Allerdings muss, um den apoptotischen Zelltod auszulésen, die
Neutralisierung vom Mcl-1 gewahrleistet sein. Dies konnte bspw. durch die Verwendung von
siRNA (Konopleva et al. 2006; Chen et al. 2007; Lin et al. 2007; Weber et al. 2009; Zall et al.
2010), die Substanz Roscovitin (Chen et al. 2007) oder Interleukin-3(IL-3)-Entzug (van Delft
et al. 2006) erreicht werden. Es konnte auch in zahlreichen Studien bestatigt werden, dass
ABT-737 insbesondere in Zellen mit einem niedrigen Mcl-1-Proteinspiegel bzw. mit einer
hohen Noxa-Aktivitat seine Effizienz als Einzeltherapeutikum zeigt (Konopleva et al. 2006;
van Delft et al. 2006; Chen et al. 2007; Del Gaizo Moore et al. 2007; Lin et al. 2007). Schon
Oltersdorf und Kollegen haben gezeigt, dass ABT-737 alleine hauptsachlich in nicht-soliden
Tumoren, wie chronischer lymphatischer Leukamie (CLL) oder follikularen Lymphomen aber
auch in wenigen soliden Tumoren, wie dem kleinzelligen Lungenkarzinomen (small-cell lung
carcinoma; SCLC) Apoptose ausldsen kann (Oltersdorf et al. 2005).

Dagegen sind andere Tumorarten wie nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (non small-cell

lung carcinoma; NSCLC) gegenliber dem Bcl-2-Inhibitor resistent, zeigen allerdings gewisse
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Sensitivitat, sobald mit anderen pro-apoptotischen Agenzien (z. B. Paclitaxel) kombiniert wird
(Oltersdorf et al. 2005). Die Tatsache, dass ein niedriger Mcl-1-Proteinspiegel fir die ABT-
737-Sensibilitat bendtigt ist, wird in der Kombinationstherapie genutzt. Es wurde oft gezeigt,
dass insbesondere diejenigen Chemotherapeutika, die den Proteinspiegel von Mcl-1 auf
irgendeine Weise herunterregulieren, sich dafur am besten eignen. Cycloheximid (CHX),
welches die Proteinbiosynthese von u. a. Mcl-1 inhibiert (van Delft et al. 2006; Chen et al.
2007) oder Dacarbazin, ein DNA-alkylierendes Agent, das den Noxa-Proteinspiegel in
Melanom-Zellen hochreguliert (Weber et al. 2009), sind nur einige Beispiele fur die mogliche
Kombinationstherapie mit ABT-737.

Seit der Entwicklung von ABT-737 im Jahr 2005 wurden mit dem Bcl-2-Inhibitor zahlreiche
Studien zur Behandlung von Tumoren durchgefiihrt. Der Bcl-2-Antagonist wurde in vitro in
vielen Standard- und Tumor-Zelllinien (bspw. HelLa (van Delft et al. 2006), MEFs (van Delft
et al. 2006; Chen et al. 2007), Zellen einer akuten myeloischen Leukamie (AML) (Konopleva
et al. 2006), SCLC (Oltersdorf et al. 2005; Lin et al. 2007; Tahir et al. 2007) oder das multiple
Myelom (MM) (Kline et al. 2007)) sowie in entnommenen Patientenproben (CLL (Oltersdorf
et al. 2005; Vogler et al. 2008) oder renales Karzinom (Zantl et al. 2007)) getestet. Manche
von den Zelllinien wurden zusatzlich in den Xenotransplantat-Mausmodellen auf die
Wirksamkeit von ABT-737 getestet (bspw. (Oltersdorf et al. 2005; Konopleva et al. 2006)).
Fur die in vivo Experimente wurde den Mausen das ABT-737 meist intraperitoneal
verabreicht. ABT-737 kann aufgrund seiner molekularen Eigenschaften die Voraussetzungen
fur die oralen Arzneimittel nicht erfillen (Veber et al. 2002). Deshalb wurde eine andere, auf
der ABT-737 Basis entwickelt und leicht modifizierte Substanz (ABT-263) vorgestellt, die
ahnliche apoptotische Merkmale wie der Vorganger aufweist und zusatzlich oral verfligbar ist

(Tse et al. 2008). Klinische Studien mit dieser Substanzklasse laufen.

1.1.4 I1APs und das Smac-Mimetikum LBW242

Die Inhibitoren der Apoptose Proteine oder kirzer genannt IAPs (inhibitor of apoptosis
proteins) wurden Anfang der neunziger Jahre in einem Baculovirus entdeckt (Crook et al.
1993). Schon bei der Entdeckung des ersten IAPs wurde festgestellt, dass dieser die
apoptotischen Vorgange in der (Insekten-) Zelle inhibieren kann (Crook et al. 1993). Es
folgten zahlreiche Studien, welche die Anwesenheit von anderen Mitgliedern der IAP-Familie
(d.h. Proteine mit typischen Domanen) in verschiedenen Spezies, von Backerhefen bis
Menschen, zeigten (Hay et al. 1995; Roy et al. 1995; Fraser et al. 1999; Uren et al. 1999).
Die humane |AP-Familie besteht aus mindestens acht Mitgliedern: NAIP, XIAP, clAP1,
clAP2, Survivin, BRUCE, MLIAP und ILP2 (Rothe et al. 1995; Roy et al. 1995; Duckett et al.
1996; Liston et al. 1996; Uren et al. 1996; Ambrosini et al. 1997; Hauser et al. 1998; Vucic et

al. 2000; Richter et al. 2001). Alle Mitglieder dieser Familie besitzen mindestens eine
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evolutionar konservierte BIR (baculovirus IAP repeat)-Domane (Birnbaum et al. 1994). (Die
schematische Struktur von ausgewahlten I1APs, namlich XIAP (IAP gekoppelt mit dem X-
Chromosom; X-chromosome-linked IAP) sowie clAPs (clAP1 und clAP2, wo ,c* fur
cellular/zellular steht) ist in der Abbildung 5 dargestellt.) Diese Doméane ist ein Zink-Finger-
ahnliches Motiv mit einem zentralen Zink-lon, das durch drei Cystein- und einen Histidin-
Rest koordiniert wird (Hinds et al. 1999). Die BIR-Doménen sind flir die Protein-Protein
Interaktionen der |IAPs zustandig und auferdem fir ihre anti-apoptotischen Eigenschaften
(soweit gegeben) erforderlich (Duckett et al. 1998). Die BIR-Domanen 2 und 3 interagieren
hauptsachlich mit Molekllen, die eine sogenannte |IBM(interacting BIR motif)-Sequenz
besitzen. Dazu z&hlen bspw. der mitochondriale |IAP-Antagonist Smac/DIABLO oder die
Protease OMI/HirA2. Die BIR1-Doméanen der erwahnten IAPs interagieren weder mit
Caspasen noch mit anderen IBM-tragenden Proteinen. Beispielsweise bindet BIR1-Domane
von XIAP an TAB1 (die Aktivator-Untereinheit der Kinase TAK1; TAK1 associating subunit 1)
(Lu et al. 2007) und die BIR1-Domanen von clAP1 und clAP2 an die Adaptorproteine des
TNF-Rezeptor-Komplexes TRAF1 und TRAF2 (tumor necrosis factor (TNF) receptor-

associated factors) (Rothe et al. 1995).

XIAP - N=(BIR ) E—ED{= I ©
clAps  N—(BIRT ) EO—E— - o HIEc

Abbildung 5: Schematische Struktur der humanen XIAP und clAPs.

Abkurzungen: BIR = BIR(baculovirus IAP repeat)-Doméne; UBA = Ubiquitin-Bindungsdomane; CARD = Caspase-
Rekrutierungsdoméne; RING = RING-Domane mit der E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat; N = N-Terminus; C = C-
Terminus. Abbildung nach (Gyrd-Hansen und Meier 2010).

Nach der Entdeckung der anti-apoptotischen Fahigkeiten der IAPs im Jahr 1993 wurde von
verschiedenen Gruppen auf Basis experimenteller Daten postuliert, dass IAPs Caspasen
inhibieren konnen. Tatsachlich konnen die humanen IAPs, namlich XIAP und clAPs die
Caspasen 3, 7, und XIAP noch zusatzlich die 9, mit ihren BIRs binden (Roy et al. 1997; Sun
et al. 1999; Riedl et al. 2001). Allerdings hat sich herausgestellt, dass die Caspasen 3 und 7
durch die clAP-Bindung nicht inhibiert werden (Eckelman und Salvesen 2006). Somit ist nur
XIAP der einzige humane Caspasen-Inhibitor, wobei die physiologische Relevanz einer
solchen Inhibition nicht gezeigt ist. Die Sequenz, die sich N-terminal vor seiner BIR2-
Domane befindet, bindet in das aktive Zentrum der Effektor-Caspasen 3 und 7 und bewirkt
somit die sterische Hinderung fir die Substratbindung dieser Proteasen (Chai et al. 2001;
Huang et al. 2001; Riedl et al. 2001). In Insektenzellen scheinen IAPs Apoptose durch
Ubiquitinierung und Spiegelkontrolle der Initiatorcaspase DRONC zu regulieren (Tenev et al.
2002; Wilson et al. 2002). Die BIR2 und BIR3-Domanen sind auch an der Bindung mit der

IBM-Sequenz des apoptogenen Molekils Smac/DIABLO, welcher wahrend der intrinsischen
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Apoptose aus Mitochondrien freigesetzt wird, beteiligt (Liu et al. 2000; Wu et al. 2000; Chai
et al. 2001).

Abgesehen von den drei BIR-Motiven besitzen die in der Abbildung 5 dargestellten IAPs eine
Ubiquitin-Bindungsdomane (UBA), welche die Polyubiquitinketten binden kann (Gyrd-
Hansen et al. 2008). AuRerdem haben zelluldre IAPs eine Caspase-Rekrutierungsdomane
(CARD), deren Funktion erst vor kurzem aufgeklart wurde. Die Forschungsgruppe um Pascal
Meier zeigte, dass CARD die Dimerisierung der RING-Domane bei clAP1 verhindert (Lopez
et al. 2011). Nachdem diese fir die E3-Ubiquitin-Ligase-Aktivitat der IAPs verantwortlich ist
(Silke et al. 2005), konnte bestatigt werden, dass CARD die E3-Aktivitat von clAP1 inhibiert
(Lopez et al. 2011). Es gibt zahlreiche Studien, die von der Autoubiquitinierung der IAPs
sowie von der Ubiquitinierung ihrer verschiedenen Substraten mit Hilfe der RING-Domane
berichten (diskutiert u. a. in (Vaux und Silke 2005; Mace et al. 2010)). Deshalb ist auch die
anti-apoptotische Funktion der IAPs nicht ihre einzige. Die Proteine aus der IAP-Familie, vor
allem clAP1 und clAP2  funktionieren als Modulatoren verschiedener
Signaltransduktionswege. Die Kinase des nicht-kanonischen NF-kB-
Signaltransduktionsweges NIK (NF-kB-inducing kinase) wird beispielsweise stets durch
clAP1/2 K48-ubiquitiniert und dadurch fir den proteasomalen Abbau markiert, was das
Abschalten dieses Signalweges verursacht (Vallabhapurapu et al. 2008; Zarnegar et al.
2008). Die Kinase des TNFR1-Komplexes RIP1 (receptor-interacting protein 1) wird dagegen
durch die clAPs K63-ubiquitiniert und dadurch mit der Kinase TAK1(TGFB-activated kinase
1) assoziiert. In der Abwesenheit von clAPs, interagiert die nicht-ubiquitinierte RIP1 Kinase
mit Caspase-8, was Apoptose modulieren kann (Park et al. 2004; Bertrand et al. 2008). Es
wurde zusatzlich berichtet, dass XIAP sowie clAP2 die Ubiquitinierungsziele von clAP1 sind
(Conze et al. 2005; Cheung et al. 2008).

Nichtsdestotrotz besteht eine Verbindung zwischen der Inhibition der Apoptose durch die
IAPs und der Tumorentwicklung (diskutiert bspw. in (LaCasse et al. 2008). Oft wurden
erhdhte Spiegel von [APs in verschiedenen humanen Tumorzelllinien sowie
Tumorpatientenproben gefunden und mit einer schlechten therapeutischen Prognose
assoziiert (Tamm et al. 2000; Yang et al. 2003). Darlber hinaus verursacht die
Herunterregulation von IAPs die Induktion von Apoptose sowie Sensibilisierung der
Tumorzellen fur Chemotherapeutika in manchen Situationen. Somit sind fur die
tumortherapeutischen Ansatze die Stoffe, welche die endogenen IAP-Antagonisten (wie z. B.
Smac) nachahmen, von Interesse. Es wurden bisher viele kleine Molekile, die auf der
Sequenzbasis des IBM-Tetrapeptids von Smac (AVPI) entwickelt wurden, vorgestellt
(diskutiert u. a. in (Vucic und Fairbrother 2007)). Eines dieser sogenannten Smac-Mimetika
ist LBW242 (Novartis), das mit Hilfe einer SAR(structure-activity relationship)-Studie

entwickelt wurde. Es wurde dabei eine minimale Sequenz determiniert, welche fir die
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Besatzung der BIR3-Bindungstasche von XIAP benétigt wird (Sharma et al. 2006). Es folgten
FRET (fluorescence resonance energy transfer)-basierte Kompetitionsassays mit dem
biotinylierten Smac-Septamer, welche die funktionelle Spezifitdtt des LBW242 bewiesen
haben (Chauhan et al. 2007). LBW242 bindet nicht nur XIAPs BIR3-Domane (Sharma et al.
2006), sondern auch die BIR3-Doméne von clAP1 und reguliert zusatzlich noch seine
Proteinspiegel herunter (Gaither et al. 2007; Ziegler et al. 2008). Dieser Effekt wurde nicht
nur bei den Studien mit LBW242 (Gaither et al. 2007), sondern auch mit anderen Smac-
Mimetika beobachtet (Petersen et al. 2007; Varfolomeev et al. 2007; Vince et al. 2007;
Bertrand et al. 2008; Wang et al. 2008). In diesen Fallen erfolgt die Apoptoseinduktion nicht
Uber die Neutralisation von XIAP sondern hauptsachlich Uber den Abbau von den zelluldren
IAPs. Das Entscheidende ist, dass es sowohl zur Elimination der clAPs aus dem TNFR-
Proteinkomplex kommt, als auch zur Stabiliserung von NIK, was die Aktivierung des
kanonischen sowie des nicht-kanonischen NF-kB-Signaltransduktionsweges verursacht. Das
hierdurch in manchen Zellen induzierte TNFa stimuliert die TNF-Rezeptoren auf dem auto-
sowie parakrinen Weg und flihrt somit zur Caspase-8-abhangigen Apoptose.

Verschiedene in vitro und in vivo Experimente haben die pro-apoptotischen Fahigkeiten des
Smac-Mimetikums LBW242 bestatigt. LBW242 hat in verschiedenen Tumor-Zelllinien wie
dem multiplen Myelom (MM), der akuten myeloischen Leukamie (AML) oder dem
Glioblastom Multiform (GBM) Apoptose ausgelost (Chauhan et al. 2007; Weisberg et al.
2007; Ziegler et al. 2008). Das Smac-Mimetikum wurde teilweise als Einzeltherapeutikum
aber auch in Kombination mit anderen anti-neoplastischen Substanzen wie dem FLT3-
Inhibitor PKC412, dem MM-Chemotherapeutikum Melphalan oder dem Tyrosin-Kinasen-
Inhibitor Imatinib effektiv eingesetzt (Chauhan et al. 2007; Weisberg et al. 2007; Ziegler et al.
2008). Ahnlich positive Ergebnisse wurden mit LBW242 auch fiir die Tumor-Patientenproben
und die Xenotransplantat-Mausmodelle erreicht (Chauhan et al. 2007; Weisberg et al. 2007,
Ziegler et al. 2008).

1.1.5 Signaltransduktionswege, die Apoptose steuern kdnnen

Die im Kapitel 1.1.2 beschriebenen Signaltransduktionswege der Apoptose und deren
essentiellen Proteine interagieren intensiv mit Molekilen aus anderen Signalwegen in der
Zelle. Es besteht also eine konstante ,Konversation“, sozusagen ein Wechselspiel der
Proteine, die an verschiedenen Signalwegen beteiligt sind. In diesem Teil der Arbeit werden
die Signaltransduktionswege beschrieben, die sich mit den apoptotischen tUberschneiden

und flr das Verstandnis des Kapitels ,Ergebnisse” relevant sind.
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1.1.5.1 Der Toll-like-Rezeptor-Signaltransduktionsweg und Poly I:C

Die Toll-like Rezeptoren (TLRs; (Rock et al. 1998)) gehdren zu den sogenannten
Mustererkennungsrezeptoren oder PRRs (pattern recognition receptors) und sind ein
essentieller Teil des angeborenen Immunsystems von Drosophila und Vertebraten
(Medzhitov 2001). Diese Typl-Transmembranrezeptoren besitzen eine Fahigkeit, sog.
pathogen-assoziierte molekulare Muster (PAMPs; Pathogen Associated Molecular Patterns),
also Molekulsequenzen, die sich auf den Pathogenen befinden oder von denen stammen
und als ,fremd“ bezeichnet werden kénnen, zu erkennen (Janeway 1989).

Es gibt derzeitig zehn humane TLRs, welche die pathogen-stammenden Molekile
identifizieren und binden kénnen (Medzhitov 2001). Beispielsweise wird die mikrobielle DNA
durch TLR9, einzelstrangige RNA (ssRNA) durch TLR7 und TLR8, doppelstrangige RNA
(dsRNA) durch TLR3 und Flagellin durch TLR5 erkannt (Gay und Gangloff 2007). TLR4 war
der erste Toll-like Rezeptor, welcher in den Saugetieren entdeckt wurde (Gay und Keith
1991; Medzhitov et al. 1997). Dieser Lipopolysaccharid(LPS)-bindende Rezeptor war fur die
erfolgreiche Bekampfung einer Infektion, die durch die Gram-negativen Bakterien in den
Mausen hervorgerufen war, notwendig (Poltorak et al. 1998). Der Name kam von dem
Drosophila-Protein Toll, der dem TLR4 ortholog ist (Anderson und Nusslein-Volhard 1984;
Anderson et al. 1985).

Die Toll-like Rezeptoren bestehen aus einer extrazellularen, einer intrazellularen und einer
Transmembrandomane (Gay und Gangloff 2007). Die extrazellulare Domane beinhaltet
zahlreiche Leucin-reiche Wiederholungen (LRR, leucin-rich repeats) und ist fur die
Ligandenbindung zustandig (Kobe und Deisenhofer 1995; Gay und Gangloff 2007). Der
Hauptbestandteil des intrazellularen Bereiches ist die TIR(Toll/interleukin-1 receptor (IL1-R)
homology domain)-Domane, die fur die Weiterleitung des Signals verantwortlich ist (Xu et al.
2000; O'Neill und Bowie 2007). Dies geschieht durch die Ligand-vermittelte Dimerisierung
des Rezeptors und darauf folgende Rekrutierung des Adaptormolekiils (Ozinsky et al. 2000;
O'Neill und Bowie 2007). Finf Adaptorproteine wurden bis jetzt identifiziert: MyD88 (myeloid
differentiation factor 88), MAL/TIRAP (MyD88-adaptor-like/TIR-associated protein), TRIF
(Toll-receptor-associated activator of interferon) und TRAM (Toll-receptor-associated
molecule) sowie SARM (sterile alpha and HEAT/Armadillo motif protein), dessen Funktion
noch umstritten ist. Die Aktivierung von TLRs initialisiert die Expression verschiedener Gene,
welche fir die Entstehung der angeborenen Immunantwort verantwortlich sind (Medzhitov
2001).

Es wurde beobachtet, dass TLR2 nicht nur die Immunantwort vermitteln, sondern unter
Umstanden auch Apoptose auslosen kann (Aliprantis et al. 1999; Aliprantis et al. 2000; Into
et al. 2002; Lopez et al. 2003; Oliveira et al. 2003). Die Aktivierung des pro-apoptotischen

Signalweges wurde auch nach der TLR4-Stimulation festgestellt (Wang et al. 2002; Haase et
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al. 2003; De Trez et al. 2005; Kaiser und Offermann 2005). Im Vergleich zum TLR2, der das
MyD88 als Adaptorprotein verwendet, kann TLR4 beide Adaptormolekile MyD88 sowie TRIF
rekrutieren (O'Neill und Bowie 2007). Es hat sich herausgestellt, dass TRIF fur die Auslésung
des apoptotischen Signalweges in der Zelle verantwortlich ist (Han et al. 2004; Ruckdeschel
et al. 2004; De Trez et al. 2005; Kaiser und Offermann 2005); wie TLR2, der TRIF nicht
benutzt, Apoptose auslost, ist nicht klar.

Die Aktivierung des TLR3 durch die dsRNA (Alexopoulou et al. 2001) kann unter Umstanden
ebenfalls zum apoptotischen Zelltod fiihren (beobachtet bspw. in (Ruckdeschel et al. 2004;
Rasschaert et al. 2005; Salaun et al. 2006; Sun et al. 2011); s. Abbildung 6, links). Dies
geschieht, weil der Rezeptor auch Uber das Adaptorprotein TRIF signalisiert (Yamamoto et
al. 2002; Hoebe et al. 2003; Oshiumi et al. 2003; Yamamoto et al. 2003). Die Interaktionen
zwischen dem dimerisierten TLR3 und TRIF verlauft Uber die TIR-Domanen der beiden
Proteine (O'Neill und Bowie 2007). Es ist bekannt, dass der TLR-induzierte Apoptoseweg
u. a. uber die FADD-Caspase-8-Achse aktiviert werden kann (Ruckdeschel et al. 2002;
Haase et al. 2003; Ruckdeschel et al. 2004; Kaiser und Offermann 2005). Wie allerdings in
diesem Fall FADD von TRIF aktiviert wird, ist nicht ganz aufgeklart. Nachdem TRIF keine
Todesdomane (DD; death domain) besitzt, ist die direkte Aktivierung von FADD eher
unwahrscheinlich. Die Kinase RIP1 wurde als eine der Kandidaten flir die FADD-Aktivierung
vorgeschlagen (Han et al. 2004; Ruckdeschel et al. 2004; Kaiser und Offermann 2005), vor
allem weil sie eine DD besitzt (Grimm et al. 1996). RIP3 beeinflusst mdglicherweise RIP1 so,
dass die Induktion der apoptotischen Achse beglinstigt wird und es gleichzeitig zur negativen
Regulation des Uberlebensweges kommt (Meylan et al. 2004; Kaiser und Offermann 2005).
Es wurde aullerdem gezeigt, dass das TNFR1-Adaptorprotein TRADD (TNFR1-associated
death domain protein) (Hsu et al. 1995) an dem TLR3-Signalweg beteiligt ist (Chen et al.
2008; Ermolaeva et al. 2008).

TLR3 hat neben seiner pro-apoptotischen Fahigkeit Funktion bei der angeborenen
Immunantwort (genau wie die restlichen TLRs) (s. Abbildung 6). Der Rezeptor befindet sich
auf den Membranen der intrazellularen Kompartimenten wie Endosomen (Matsumoto et al.
2003; Nishiya und DeFranco 2004; Nishiya et al. 2005) und kann dort, wie bereits erwahnt,
virale dsRNA erkennen. Nach der Ligand-vermittelten Dimerisierung des Rezeptors (Bell et
al. 2006) und der Rekrutierung von TRIF kommt es zur Initialisierung von zwei Signalwegen
(abgesehen von dem bereits erwahnten apoptotischen Signalweg). Auf der einen Seite
werden der Transkriptionsfaktor NF-kB und MAP-Kinasen durch TRAF6 und TAK1 aktiviert
(Jiang et al. 2003; Sato et al. 2003; Jiang et al. 2004; Pisegna et al. 2004) (s. Abbildung 6,
Mitte). Auch die Kinase RIP1 kann sich an der Aktivierung von NF-kB beteiligen (Meylan et
al. 2004). Auf der anderen Seite erfolgt die Phosphorylierung der Transkriptionsfaktoren
IRF3/7 (IFN regulatory factor 3/7) via TRAF3 und die Kinase TBK1(TANK Binding Kinase 1)
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(Sato et al. 2003; Hacker et al. 2006) gefolgt von der zusatzlichen Phosphorylierung durch
PI3K-Akt-Achse (Sarkar et al. 2004) (s. Abbildung 6, rechts). Diese Stimulation der
Transkriptionsfaktoren fihrt zu deren Translokation in den Nukleus und zur Expression der
Targetgene, wie Entzindungszytokine und Typl-Interferone, die fir die TLR3-assoziierte

Immunantwort verantwortlich sind.

Zellmembran

Endosom
dsRNA/pl:C

<~ TRIF =
e 4 2

FADD \N A [ TRAF6/TAKL| | TRAF3/TBK1 | Akt
RIP3 l \ \
Caspase-8 NF-kB APK IRF3/7

Entziindungszytokine/Typl -Interferone

Abbildung 6: Vereinfachte Darstellung des Signaltransduktionsweges via TLR3.

Die aufgenommene und sich in den Endosomen befindende virale dsRNA bzw. ihr synthetisches Analogon
Poly I:C wird durch TLR3 erkannt. Nach Ligandenbindung und Dimerisierung des Rezeptors kommt es zur
Rekrutierung des Adaptorproteins TRIF. Dies fiihrt zur Bildung von Proteinkomplexen, die im Normalfall
schliellich die Expression von Entziindungszytokinen und Typ I-Interferonen induzieren. Die Aktivierung von
TLR3 kann unter Umsténden zur Apoptose filhren. Dabei wird Caspase-8 Uber das Adaptorprotein FADD
aktiviert, die folglich die Caspasenkaskade initiiert. Modifiziert nach (Schroder und Bowie 2005; Borden et al.
2007; O'Neill und Bowie 2007)

Fir die Tumorforschung ist allerdings die pro-apoptotische Funktion des TLR3 von Interesse,
vor allem weil viele Tumorzellen den Rezeptor exprimieren (Huang et al. 2005; Salaun et al.
2006; Salaun et al. 2007; Salaun et al. 2011). Fur experimentelle Zwecke wird ein
synthetischer TLR3-Ligand namlich polyinosinische:polycytidylische Saure (Poly I:C)
verwendet. Sie ist ein strukturelles Analogon von dsRNA und wurde vor Uber 40 Jahren fur
die Interferon-Induktion entwickelt (Field et al. 1967). Heutzutage wird Poly I:C als TLR3-
Agonist benutzt, um die TLR3-induzierte Signalwege zu untersuchen. Es wurde oft berichtet
(bspw. in (Ruckdeschel et al. 2004; Jiang et al. 2008; Sun et al. 2011)), dass das Polymer

(teilweise alleine aber auch in Verbindung mit anderen Stimuli) TLR3-abhangige Apoptose
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induzieren kann. Deshalb wird Poly I:C als eine viel versprechendes Adjuvanz, z. B. bei

Tumorvakzinen bzw. ein Hilfsmittel fur die Tumorbekampfung gesehen (Salaun et al. 2007).

1.1.5.2 Der RAS/RAF/MEK/ERK-Signaltransduktionsweg und der MEK-Inhibitor
UO126

Der RAS/RAF/MEK/ERK-Signaltransduktionsweg hat Einfluss auf verschiedene wichtige

zellulare Ereignisse wie Zellproliferation, Apoptose, Zellzyklusregulation und Zellmigration

(Wellbrock et al. 2004). Diese in der Abbildung 7 schematisch dargestellte Signalkaskade

der MAP(mitogen-activated protein kinase)-Kinasen hat ihren Ursprung an der

Zelloberflache, wo verschiedene Mitogene (z. B der epidermale Wachstumsfaktor EGF,
epidermal growth factor) an ihre Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK; receptor tyrosine kinases)
binden. Die RTKs dimerisieren und autophosphorylieren und kénnen in Folge mit Hilfe von
verschiedenen Adaptorproteinen u. a. das kleine GTP-bindende Protein RAS (abgekurzt von
Ratten-Sarkom/Rat Sarcoma) aktivieren (Lemmon und Schlessinger 2010). Durch den
Austausch von GDP zu GTP kommt es zur Konformationsédnderung und darauf folgenden
Aktivierung von RAS (Chong et al. 2003; McCubrey et al. 2007). RAS-GTP kann die
Serin/Threonin (S/T) Kinase RAF (kommt von den ,rasch wachsenden Fibrosarkomen® also
Srapidly growing fibrosarcomas“ verursacht durch das virale Raf) zu der Zellmembran
rekrutieren und phosphorylieren (Geyer und Wittinghofer 1997). Die RAF-Kinasen kdnnen
unterschiedlich stark von vier humanen RAS-Isoformen gebunden werden: NRAS, HRAS,
KRAS A und KRAS B (Weber et al. 2000). Das aktivierte RAF phosphoryliert die
Doppelspezifitats-Kinasen MEK(MAP ERK kinase)1 und MEK2, welche nicht nur die Serin-
und Threonin- aber auch die Tyrosinreste phosphorylieren kdnnen. Alle RAF Proteine, also
BRAF, CRAF (auch RAF1 genannt) und ARAF kénnen die MEK Kinase aktivieren (Wellbrock
et al. 2004). Von den drei Proteinen phosphoryliert BRAF die MEK aber am potentesten
(Alessi et al. 1994). Die einzigen bekannten Targets von MEK1/2 sind die Kinasen
ERK(extracellular signal-regulated kinase)1 und ERK2. Es wurden dagegen bisher uber 160
ERK1/2-Substrate identifiziert (McCubrey et al. 2007). Zu den ERK-Targets gehoéren u. a.
Transkriptionsfaktoren, Proteine der anderen Signalwege und Rezeptoren (Roux und Blenis
2004).

Die Proteine der Bcl-2-Familie kdnnen ebenfalls von ERK reguliert werden. Wie bereits im
Kapitel 1.1.3.3 erwahnt, wurde in der Mitte der 90er Jahre gezeigt, dass ERK das BH3-only
Protein Bad phosphorylieren kann, was dessen Inaktivierung und Bindung an die 14-3-3-
Proteine verursachte (Zha et al. 1996). Auch auf die direkte und indirekte negative
Regulation von Bimg_ durch ERK wurde im Kapitel 1.1.3.3 hingewiesen. Auf der einen Seite
verursacht die durch ERK durchgefiihrte Bimg -Phosphorylierung an der Serin 69 dessen

Ubiquitinierung und die proteasomale Degradation (Ley et al. 2003; Luciano et al. 2003; Ley
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et al. 2004). Bimg_ wird auch an mindestens zwei anderen Stellen, den Serin-Resten 59 und
104 (bzw. 55 und 100 in der Maus), durch ERK phosphoryliert (Harada et al. 2004; Hacker et
al. 2006). Auf der anderen Seite kann ERK den FOXOS3A-Transkriptionsfaktor negativ
beeinflussen und somit die Bim-Transkription unterdriicken (Yang et al. 2008). Es wurde
auBerdem berichtet, dass die Aktivierung des MEK/ERK-Signalweges die durch Anoikis
erhohten mRNA-Spiegels von Bmf reduziert (Schmelzle et al. 2007). Zusatzlich wurde
beobachtet, dass das anti-apoptotische Bcl-2-artige Protein Mcl-1 von ERK an der Threonin
163 phosphoryliert und dadurch stabilisiert wird (Domina et al. 2004). Andere berichteten
dagegen von einer eher schwachen ERK-abhangigen Mcl-1-Phosphorylierung; dafir wurden
zwei Aminosaureresten (Serin 121 und Threonin 163) identifiziert, die durch den JNK-
Signalweg phosphoryliert wurden (Inoshita et al. 2002). Die Phosphorylierung von Mcl-1 an
Serin 159 durch die Glykogen-Synthase Kinase 3 (GSK3) wurde dagegen als
destabilisierend und somit pro-apoptotisch wirkend eingeordnet (s. Kapitel 1.1.5.3 und
(Maurer et al. 2006)).
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des MAPK-Signaltransduktionsweges.

Die Bindung eines Mitogens an die Rezeptor-Tyrosinkinase flihrt zu dessen Dimerisierung und
Autophosphorylierung. Danach wird mit Hilfe von verschiedenen Adaptorproteinen die Kinase RAS aktiviert,
welche in der Folge die BRAF-Kinase phosphoryliert. Infolgedessen phosphoryliert BRAF die Kinase MEK1/2,
welche dann ERK1/2 aktiviert. ERK1/2 besitzt viele zelluldre Targets u. a. verschiedene Transkriptionsfaktoren
sowie die Proteine aus der Bcl-2-Familie. ERK1/2 kann Bad und Bim phosphorylieren, was zu deren Inaktiverung
bzw. Degradation fiihrt. Die Phosphorylierung von Mcl-1 bedeutet dagegen die Stabilisierung des anti-
apoptotischen Proteins. Modifiziert nach (Wellbrock et al. 2004; Grant 2008)
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Nachdem der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg das Uberleben der Zelle antreibt, ist es keine
Uberraschung, dass er in der Kanzerogenese eine groie Rolle spielt. Diese Signalkaskade
ist in ca. 30 % aller humanen Tumoren Uberaktiviert (Hoshino et al. 1999). Lange Zeit galt
RAS als das Haupt-Onkogen, welches fur diese Hyperaktivitat verantwortlich ist. Es stimmt
auch, dass die Mutationen im RAS-Gen in ca. 15 bis 30 % der Tumorarten vorkommen (Bos
1989). Neuere Studien zeigen zuséatzlich, dass die Mutationen in dem BRAF-Gen, ebenfalls
fur die andauernde Aktivierung dieser Signalkaskade die Verantwortung tragen. Ungefahr
7 % aller Tumorarten weisen eine BRAF-Mutation auf (Davies et al. 2002). Auf den ersten
Blick scheint es nicht viel zu sein, es gibt aber Tumorarten, in denen diese Mutation sehr
verbreitet ist. Bei dem papillaren Schilddrisenkrebs kommt die Mutation bis 53 %, beim
kolorektalen Adenocarzinom bis 22 %, beim ovarialen Tumor ca. 30 %, beim
Bauchspeicheldrisenkrebs ebenfalls ca. 30 % und beim malignen Melanom bis sogar 70 %
der Falle vor (Fraser et al. 1999; Davies et al. 2002; Tuveson et al. 2003; Garnett und Marais
2004).

Deshalb ist der RAS/RAF/MEK/ERK-Signalweg ein Target fur die Tumortherapie, besonders
fur die Krebsarten, in welchen die Signalkaskade hyperaktiv ist. Der erste beschriebene
spezifische Inhibitor von MEK war PD98059 (Dudley et al. 1995). Es folgte UO126, der mit
PD98059 strukturell nicht verwandt ist, aber genauso wie der erste Inhibitor die Kinasen
MEK1 und -2 (und in gewissem Ausmall MEKS5) nicht-kompetitiv inhibieren kann (Favata et
al. 1998). Beide Inhibitoren, die fur die spezifische Hemmung des MEK/ERK-Signalweges
gerne in Zellkultur verwendet werden, zeigen anti-proliferative Effekte hauptsachlich in vitro
(Alessi et al. 1995; Favata et al. 1998). Allerdings ist ihre klinische Anwendung aufgrund der
schlechten pharmakologischen Eigenschaften nicht weiter vorangetrieben worden (Friday
und Adjei 2008).

1.1.5.3 Der PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg

Der PI3K/Akt-Signaltransduktionsweg ist ein weiterer Signalling-Zweig, der sich downstream
u.a. von den Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTKs) befindet (Engelman et al. 2006). Eine
vereinfachte Darstellung dieses Signalweges ist in der Abbildung 8 aufgezeigt. Die
Erzeugung des Signals erfolgt an der Zelloberflache, indem Wachstumsfaktoren an ihre
Rezeptoren binden. Dies verursacht (teilweise mit Hilfe verschiedener Adaptorproteinen) die
Membran-Rekrutierung und die Aktivierung der Phosphoinositid-3-Kinasen (PI13Ks) (Katso et
al. 2001). Im Fall der Ligandenbindung an die RTKs wird die Klasse |IA der PI3Ks aktiviert.
Die Mitglieder dieser Klasse sind Heterodimere, welche aus einer regulatorischen (p85) und
einer katalytischen (p110) Untereinheit aufgebaut sind. Durch Bindung der SH2(Src-
Homologie 2)-Doméane der p85-Untereinheit an den Rezeptor bzw. Adaptor erfolgt die
Membran-Rekrutierung der PI3Ks (Engelman et al. 2006). Die kleine GTP-ase RAS (s.

Kapitel 1.1.5.2) kann PI3K ebenfalls aktivieren (Jun et al. 1999), was durch seine Bindung an
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die p110-Untereinheit geschieht. Nachdem sich die Lipidkinasen an der Plasmamembran
befinden,  phosphorylieren sie  Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphate  (PIP,) zu
Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphaten (PIP;) (Sasaki et al. 2009). Die Akkumulation von
PIP; verursacht die Membran-Rekrutierung und Aktivierung weiterer Proteine des PI3K/Akt-
Signalweges (Di Paolo und De Camilli 2006), bspw. einer Kinase PDK1 (phosphoinositide-
dependent protein kinase 1), welche die Effektorkinase Akt (auch Proteinkinase B/PKB
genannt) phosphoryliert (Franke et al. 1997; Klippel et al. 1997; Mora et al. 2004).
Zusatzliche Akt-Phosphorylierung durch mTOR(mammalian target of rapamycin)-
rictor(rapamycin insensitive companion of mTOR)-Komplex ist fur die endglltige Aktivierung
der Kinase notig (Sarbassov et al. 2005). Glykogen Synthase Kinase 3a (GSK3a), GSK3p,
MDM2, FOXO-Transkriptionsfaktoren sowie die BH3-only Proteine Bim und Bad sind nur ein
paar Beispiele der Akt-Targets (Engelman et al. 2006; Engelman 2009). Die
Dephosphorylierung von PIP; zu PIP, kann wiederum durch eine Phosphatase PTEN
(phosphatase and tensin homolog) erfolgen und zur Hemmung der Signalkaskade flhren.
Diese Entdeckung hat somit PTEN als einen wichtigen Tumorsupressor klassifiziert (Li et al.
1997; Steck et al. 1997; Maehama und Dixon 1998).

Der durch PI3K-initiierte Signalweg ist fir das Uberleben, die Proliferation, die Motilitat, die
Glukose-Homoostase und das Wachstum der Zelle von Bedeutung (Engelman et al. 2006).
Die fehlerhafte Aktivierung dieser Signalkaskade kann somit u. a. zur Tumorentstehung und
Tumorentwicklung fihren (Liu et al. 2009; Bunney und Katan 2010). Die Entdeckung der
negativen Regulation des PI3K/Akt-Signalweges durch PTEN (siehe oben) war gleichzeitig
eine Entdeckung der Verbindung dieser Signalkaskade mit der Tumorentstehung. Im
gleichen Jahr wurde der direkte Zusammenhang zwischen dem PI3K/Akt-Signalweg und der
Apoptose entdeckt. Es wurde in zwei unabhangigen Studien beobachtet, dass die
Phosphorylierung von Bad und somit seine Inaktivierung durch die Kinase Akt gesteuert
werden kann (Datta et al. 1997; del Peso et al. 1997). Danach wurde auch uber die indirekte
Inhibition von Bim durch Akt berichtet, welche {ber die Hemmung des FOXO-
Transkriptionsfaktors erfolgt (Stahl et al. 2002). Ein Vorschlag der direkten Inaktivierung von
Bim durch Phosphorylierung an Serin 87 wurde ebenfalls gemacht (Qi et al. 2006).
Aulerdem belegen verschiedene Studien, dass Akt die anti-apoptotischen Proteine wie Bcl-
X., Bcl-2 und A1 hochregulieren und dadurch Apoptose inhibieren kann (Jones et al. 2000;
Pugazhenthi et al. 2000; Song et al. 2004). Darlber hinaus kann Akt die Protease-Aktivitat
von Caspase-9 blockieren, indem es ihre Pro-Form phosphoryliert (Cardone et al. 1998). Die

Bedeutung dieses Vorgangs ist allerdings nicht klar.
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Abbildung 8: Vereinfachte Darstellung des PI3K/Akt-Signaltransduktionsweges.

Die Ligandenbindung an die RTK verursacht deren Dimerisierung und Phosphorylierung. Dabei wird die
Lipidkinase PI3K aktiviert, die PIP2 zu PIP3 an der Zellmembran phosphoryliert. Die Akkumulierung von PIP3 fiihrt
zur Rekrutierung von verschiedenen Proteinen an die Plasmamembran und deren Aktivierung. U. a. wird die
Kinase PDK aktiviert, welche folglich die Kinase Akt phosphorylieren kann. Akt besitzt viele verschiedene
zellulare Targets und kann u. a. die Proteine des apoptotischen Signalweges regulieren. Bspw. kann Akt den p53-
Hemmer MDM2 aktivieren sowie die BH3-only Proteine Bad und Bim direkt und indirekt (Uber die Inhibition des
Transkriptionsfaktors FOXO) negativ beeinflussen. Ein weiteres Target von Akt ist die Kinase GSK3, welche das
anti-apoptotische Protein Mcl-1 nach der Initial-Phosphorylierung weiter phosphorylieren kann. Die durch GSK3
verursachte Phosphorylierung von Mecl-1 filhrt zu dessen Proteasom-abhangigen Degradation. Wenn der
PI3K/Akt-Signalweg eingeschaltet ist, kommt es zur Inhibition von GSK3 durch Akt und schlieBlich zu keiner Mcl-
1-Phosphorylierung und folglich zu keinem Abbau des anti-apoptotischen Proteins. Modifiziert nach (Balmanno
und Cook 2009; Engelman 2009; Liu et al. 2009)

Die Kinase GSK3 (beim Menschen gibt es die zwei Isoformen: a und ), deren Aktivitat durch
Akt gehemmt wird, kann Proteine des apoptotischen Signalweges ebenfalls regulieren.
Maurer und Kollegen haben festgestellt, dass GSK3 in den IL-3-abhangigen Zellen nach
Wachstumsfaktorentzug die Apoptose ausldst. Dabei wird Mcl-1 durch GSK3 an der Serin
159 phosphoryliert, was zu dessen Ubiquitinierung und zum proteasomalen Abbau fuhrt
(Maurer et al. 2006). Allerdings erfordert die Phosphorylierung durch GSK3 eine Initial-
Phosphorylierung des Substrats (Fiol et al. 1987). Diese findet bei Mcl-1 an der Threonin 163
statt und wird von der MAP-Kinase ERK durchgefihrt (s. Kapitel 1.1.5.2). Die in der gleichen
Studie beschriebene Blockierung der GSK3B mit dem Inhibitor CHIR-611 (urspringlich CHIR
98014 genannt) fuhrt zur Mcl-1-Stabilisierung und zur Inhibition der IL-3-Entzug-initiierten
Apoptose (Maurer et al. 2006) (s. Abbildung 8).
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1.2 Das maligne Melanom

Krebs ist mittlerweile die haufigste Todesursache in den entwickelten Landern (Jemal et al.
2011). Es wurde weltweit fir das Jahr 2008 geschatzt, dass die Todesfalle aufgrund von
Krebserkrankungen bei 7,6 Millionen und die neuen Tumorfélle bei 12,7 Millionen liegen
werden (Jemal et al. 2011). Alleine in den USA wurden im Jahr 2010 tber 1,5 Millionen neue
Krebsfalle diagnostiziert. In der Liste der Neuerkrankungen aller Krebsarten belegt das
maligne Melanom, auch als schwarzer Hautkrebs bekannt, in den USA im Jahr 2010 den
funften Rang bei den Mannern mit 38.870 Fallen und den siebten bei den Frauen mit 29.260
Fallen. Die Todesfélle aufgrund des malignen Melanoms sind zwischen den Jahren 1990-
1991 und dem Jahr 2006 stets gestiegen (Jemal et al. 2010). Die Inzidenz des schwarzen
Hautkrebses wachst am schnellsten im Vergleich mit anderen Tumorarten (Linos et al.
2009). Schatzungsweise liegt diese fur das Jahr 2010 bei 5 % fir Manner und bei 4 % fir
Frauen (Jemal et al. 2010). Die 5-jahrige Uberlebensrate fiir die Patienten mit dem

metastasierenden Tumor der Phase IV liegt immer noch unter 10 % (Balch et al. 2009).

1.2.1 Die Entstehung des malignen Melanoms

Das humane maligne Melanom entsteht durch die maligne Transformation von Melanozyten.
Melanozyten sind Pigment-produzierende Zellen, die sich in der Basalmembran der
humanen Epidermis befinden (Uong und Zon 2010). Bei der Entstehung des Melanoms
wandern die transformierten Melanozyten von der Basalmembran zuerst in die ,héheren®
Bereiche der Epidermis. Die Melanomzellen sind nun zwischen den Epithelzellen verstreut,
aber die darunter liegende Basalmembran bleibt intakt (Chudnovsky et al. 2005). Diese erste
histologische Entwicklungsstufe heif3t radiale Wachstumsphase oder RGP (radial growth
phase), da die Zellen strahlenférmig verstreut sind und in der epidermalen Ebene bleiben.
Ein so entstandenes Melanom wird als ,In-situ Melanom® bezeichnet, da es keine invasiven
Eigenschaften aufweist. Somit kann ein RGP-Melanom, das friih entdeckt wurde, relativ
problemlos chirurgisch entfernt werden (Chudnovsky et al. 2005). Die nachste histologische
Entwicklungsstufe des Melanoms ist die vertikale Wachstumsphase, auch VGP (vertical
growth phase) genannt und ist mit dem Durchbruch der Basalmembran verbunden. Das
maligne Melanom in der VGP hat die Epidermis in Richtung Dermis verlassen und kann nun
metastasieren (Chudnovsky et al. 2005). Die letzte Entwicklungsstufe des Melanoms ist das
metastasierende Melanom, welches sich im Normalfall in Richtung Lymphknoten und dann
Lunge und andere Organe bewegt (Balch et al. 2009).

Eine weitere Klassifizierung der Entwicklungsphasen des malignen Melanoms sind die
klinischen Stufen, die auf den prognostischen Faktoren der Patienten basieren. Vor zwei
Jahren wurde die Stufung fir das Melanom durch die American Joint Committee on Cancer
(AJCC) erneut Uberarbeitet (Balch et al. 2009). Eine vereinfachte Ubersicht der Einteilung
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des Melanoms ist in der Tabelle 1 zu sehen (Chudnovsky et al. 2005). Die einzelnen Stufen
werden aulRerdem mit den folgenden Faktoren charakterisiert: T: die Tumordicke; N: Anzahl

von Lymphknotenmetastasen, M: Metastasen in anderen Organen (Balch et al. 2009).

Tabelle 1: Die vereinfachte Ubersicht der klinischen Stufen fiir das Melanom (Chudnovsky et al. 2005).

Klinische Stufen | Eigenschaften

Stufe 0 Nur Epidermis ist vom Melanom betroffen.

Melanom wird durch die Tumordicke und den Entwicklungsstatus

Stufe lund Il . .

gekennzeichnet. Keine Metastasen vorhanden.

Melanom ist durch Lymphknotenmetastasen gekennzeichnet. Keine weiteren
Stufe lll

Metastasen vorhanden.
Stufe IV Melanom wird durch Metastasen in verschiedenen Organen und den Gehalt

der Lactat Dehydrogenase (LDH) in Serum gekennzeichnet.

Die Untersuchungen von Patientenproben sowie Zelllinien, die aus Patiententumorzellen
stammen, haben dazu beigetragen, die molekularen Mechanismen der Melanomentstehung
und -entwicklung besser zu verstehen. Unabhangig von der Tumorart mussen die Zellen
(auch Melanozyten), aus denen der Tumor entsteht, verschiedene Fahigkeiten besitzen. Am
Anfang der Tumorentwicklung sind Eigenschaften wie Selbstgentugsamkeit in der Produktion
von Wachstumsfaktoren, die Unempfindlichkeit auf Anti-Wachstum-Signale, die
ununterbrochene Angiogenese und das Umgehen der Apoptose erforderlich. Danach spielen
ein unbegrenztes Replikationspotential sowie die Fahigkeit zu Gewebeinvasion und zu
Metastasierung eine entscheidende Rolle (Hanahan und Weinberg 2000; Hanahan und
Weinberg 2011). Diese sechs Fahigkeiten, die fir die maligne Entwicklung einer Zelle
bendtigt werden, kdnnen nur dann erworben werden, wenn eine Reihe von Mutationen im
Genom stattgefunden hat. Die unerwlnschten Veranderungen in der DNA werden
normalerweise durch ein komplexes Reparatursystem ausgebessert. Wenn die Reparatur
nicht gelingt, wird im Regelfall der Zellzyklus angehalten oder Apoptose der Zelle induziert.
In Tumorzellen muss deshalb auch eine genomische Instabilitdt auftreten, so dass die
entstandenen Mutationen nicht entfernt oder verbessert werden (Hanahan und Weinberg
2000). Vor allem die Mutationen in den Signaltransduktionswegen, welche fur das
Uberleben, die Apoptose und die Proliferation bzw. Seneszenz der Zelle verantwortlich sind,
sind hier von Bedeutung.

Zwei wichtige Signalwege, welche in vielen Tumoren inklusiv dem Melanom hyperaktiviert
sind, sind die bereits in den Kapiteln 1.1.5.2 und 1.1.5.3 beschriebenen MAPK- bzw.
PI3K/Akt-Signalwege (Garnett und Marais 2004; Wellbrock et al. 2004; Engelman 2009;
Kuphal und Bosserhoff 2009). In den meisten Fallen des Melanoms ist die Mutation der
Kinase BRAF flur die kontinuierliche Aktivierung dieser Signalkaskade verantwortlich. Die
Substitution einer einzelnen Aminosaure, namlich Valin zur Glutaminsaure auf der Position
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600 (BRAF'®F), ist in ca. 90 % aller Melanome mit BRAF-Mutation festgestellt worden
(Davies et al. 2002). Diese Veranderung in der Aminosaurensequenz fuhrt dazu, dass BRAF
dauerhaft aktiv bleibt und seine downstream Targets phosphoryliert. Wie oben bereits
erwahnt, wird somit die Signalkaskade eingeschaltet, die als ein Ziel das Uberleben und das
Wachstum der Zelle hat. Interessanterweise wurde die BRAF'**F-Mutation nicht nur in
malignen, sondern auch in benignen Navi festgestellt (Kumar et al. 2004; Saldanha et al.
2004). Es bedeutet also, dass diese Mutation nicht ausreicht, um die Melanozyten zu
transformieren, es bleibt aber ein wichtiger Schritt auf dem Weg zur Tumorentstehung
(diskutiert in (Ko und Fisher 2011)).

Das unbegrenzte Replikationspotential des Melanoms schliel3t den Kontrollverlust Gber den
Zellzyklus ein. Dabei spielen zwei Signalwege eine Rolle, die tber den Ubergang von der
G1- zur S-Phase wachen. Einer dieser Signalwege wird durch p53, der andere durch RB
(Retinoblastom Protein) reguliert. Diese Tumorsuppressorproteine werden durch die
Produkte des CDKNZ2A(cyclin-dependent kinase inhibitor 2A)-Gens, namlich die Proteine
p14"7F und p16™ *@ reguliert. Beide EiweiRe entstehen durch das alternative Leseraster des
CDKN2A-Gens (Quelle et al. 1995). p14*FF stabilisiert den ,Wachter des Genoms* p53,
indem es dessen Inhibitor MDM(murine double minute)2 bindet und somit die MDM2-
vermittelte proteasomale Degradation von p53 hemmt (Kamijo et al. 1998; Pomerantz et al.
1998; Stott et al. 1998). p16™**? bindet zwei Kinasen, CDK(cyclin-dependent kinase)4 und
CDK®6, und inhibiert dadurch die RB-Phosphorylierung. Somit bleibt RB stets aktiv und
verhindert die Progression des Zellzyklus, indem es den Transkriptionsfaktor E2F bindet
(Serrano et al. 1993). Die Gen-Mutationen oder der Verlust von CDKNZ2A haben einen
negativen Einfluss auf die RB- und p53-Signalwege und fuhren zum unkontrollierten G1—-S-
Phase-Ubergang und somit zur Melanomproliferation (Zhang et al. 1998; Chin 2003;
Chudnovsky et al. 2005).

Um nicht in die post-mitotische Phase irreversibel einzutreten, missen Tumorzellen ihre
Enddifferenzierung vermeiden (Hanahan und Weinberg 2000). Der Transkriptionsfaktor MITF
(the microphthalmia-associated transcription factor) auch ,Master-Regulator der
Melanozyten“ genannt, ist ein Melanozyten-spezifisches Gen, das u.a. wahrend der
Melanozyten-Entwicklung eine bedeutsame Rolle spielt (Fuse et al. 1999). MITF ist ein
alkalisches hHLH(helix-loop-helix)-Leucine-Zipper-Protein, das verschiedene Pigment-
produzierende Gene (bspw. Dct (dopachrome tautomerase) oder Tyrosinase) aktiviert
(Yasumoto et al. 1994; Fuse et al. 1999). Nachdem eine hohe MITF-Expression zur
Differenzierung der Melanozyten flihrt, konnte in verschiedenen invasiven Melanomen ein
niedriger MITF-Proteinspiegel nachgewiesen werden (Hoek et al. 2008). Das wirkt in eine
ahnliche Richtung wie der Befund, dass ein erhéhter MITF-Proteinspiegel mit der anti-

proliferativen Aktivitdt der Melanome in Verbindung steht (Wellbrock und Marais 2005). Auf
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der anderen Seite wurde von einer MITF-abhangigen Regulation von Bcl-2 berichtet, die das
Uberleben sowohl der Melanozyten als auch der Melanomzellen méglicherweise vorantreibt
(McGill et al. 2002).

Die Rolle von UV-Strahlung bei der Entstehung des nichtmelanozytaren Hautkrebses (non-
melanoma skin cancer; auch heller Hautkrebs genannt), also einer Hautkrebsform, die nicht
aus Melanozyten entsteht, ist bewiesen (Preston und Stern 1992; Narayanan et al. 2010; von
Thaler et al. 2010). Dagegen ist die Verbindung zwischen der Wirkung des UV-Lichtes auf
die Haut und der Melanomgenese immer noch umstritten. Es gibt Melanomtypen, die auf
Hautbereichen entstehen, welche der Sonne eher wenig exponiert werden. Das
akrolentiginése Melanom (ALM; Acral Lentiginous Melanoma) beispielsweise entsteht auf
der Haut der Fulsohlen oder Handflachen, die in der Regel der Sonne selten ausgesetzt
werden. Auf der anderen Seite sind hellhautige Menschen vom Melanom haufiger betroffen
als dunkelhautige Individuen, die mehr UV-absorbierendes Melanin in der Haut besitzen
(Jhappan et al. 2003; Chudnovsky et al. 2005; von Thaler et al. 2010). Es scheint, dass die
intermittierende Sonnenexposition, vor allem Sonnenbrande wahrend der Kindheit und
weniger die kumulative Lichtexposition (die Ausnahme ist das Lentigo-maligna-Melanom)
das Melanomrisiko erhéhen (Berking 2005; Berneburg und Surber 2009; von Thaler et al.
2010). Die am haufigsten vorkommenden Melanomtypen, das superfiziell-spreitende
Melanom (ca. 70 % Haufigkeit) und das nodulare maligne Melanom (10-25 % Haufigkeit),
entstehen eben an den Korperstellen, die periodisch und gleichzeitig stark der Sonne
ausgesetzt werden (weibliche Beine und mannliche Oberkérper) (Berking 2005; Chudnovsky
et al. 2005).

Es ist auf jeden Fall unumstritten, dass UV-Licht Schaden in der DNA verursacht. Die UV-
Strahlung, die an der Erde ankommt besteht in ca. 90 bis 99 % aus UVA (Wellenlange 315-
400 nm) und nur 1 bis 10 % aus UVB (Wellenlange 280-315 nm) (Jhappan et al. 2003;
Narayanan et al. 2010). Die Mechanismen fur die Erbgut-Schadigung durch UVA- und UVB-
Strahlen sind verschieden. Wahrend die UVB-Strahlung die DNA direkt angreifen kann,
werden durch die UVA-Strahlung sogenannte reaktive Sauerstoffspezies (ROS; reactive
oxygen species) gebildet, die dann die DNA schadigen kénnen. Durch die Wirkung des UVB-
Lichtes kénnen G>T und CC—TT Transitionen, C—A und G—T Transversionen sowie
DNA-Doppelstrangbriiche entstehen. Die UVA-Strahlung fuhrt zur Bildung von ROS (bspw.
Superoxidradikal oder Hydroxyradikal), indem zellulare Chromophore diese Strahlen
absorbieren. Als Folge treten Einzel- sowie Doppelstrangbriiche der DNA auf. Zusatzlich
kann die Nukleinbase Guanin zu 7,8-Dihydroxy-2-Oxoguanin (auch 8-OxoG genannt)
oxidiert werden, was mit der Entstehung der G-T und T—G Transversionen verbunden ist
(Berking 2005; Narayanan et al. 2010; von Thaler et al. 2010).
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Umweltfaktoren wie die bereits beschriebene UV-Strahlung sind flr die Entstehung von
Melanomen zwar von Bedeutung, sind aber nur eine Seite der Medaille. Verschiedene
Studien weisen darauf hin, dass auch genetische Faktoren bei der Melanomgenese eine
wichtige Rolle spielen. Wie bereits angesprochen, ist das Melanomrisiko fir die hellhautigen
Menschen hoéher als fur die dunkelhautigen Personen. Die dunkle Haut wird also seltener
vom malignen Melanom betroffen (Armstrong und Kricker 2001; Gloster und Neal 2006), was
mit der Verteilung des Pigments Melanin zusammenhangt. Es gibt zwei Typen von Melanin
beim Menschen, das dunkle braun-schwarze Eumelanin, dessen héhere Mengen in der Haut
der dunkelhautigen Individuen vorhanden sind, und das hellere rot-gelbe Phaomelanin, das
in den skandinavischen Hauttypen Gberwiegt (Jhappan et al. 2003; Berking 2005; von Thaler
et al. 2010). Im Gegensatz zum Phaomelanin, hat das Eumelanin eine UV-schitzende
Funktion. Es kann UVB-Strahlung absorbieren und auch durch UVA-Strahlung entstandene
ROS auffangen, bevor diese die DNA angreifen (Sarna 1992; Ortonne 2002; Jhappan et al.
2003; Hussein 2005; Wood et al. 2006; Brenner und Hearing 2008). Die Synthese von
Eumelanin in Melanozyten erfolgt nach der Stimulation des Melanocortinrezeptors 1 (MC1R)
(Abdel-Malek 2010). Dieser G-Protein-gekoppelte Transmembranrezeptor 16st nach Bindung
von a-Melanozyt-stimulierenden Hormon (a-MSH) eine Signalkaskade aus, die letztendlich
zur Eumelanin-Produktion fihrt (Chhajlani und Wikberg 1992; Gantz et al. 1994; Jhappan et
al. 2003). Manche Varianten des MC1R-Gens (hauptsachlich R151C, R160W, und D294H)
stehen mit rothaarigem Phanotyp, mit der Hellhautigkeit und einem erhdhten Risiko flr
Melanomentstehung in Verbindung (Abdel-Malek 2010).

1.2.2 Behandlung des Melanoms

Die einfachste Behandlung eines primaren, nicht-metastasierenden Melanoms ist seine
chirurgische Entfernung. Das Problem ist die Therapie von Patienten mit dem aggressiven
malignen Melanom, vor allem wenn der Tumor bereits Metastasen gebildet hat. Das
American Joint Committee on Cancer empfiehlt bei Patienten mit metastasierendem
Melanom der Stufe IV eine Monochemotherapie mit Dacarbazin (DTIC). Das Ansprechen auf
dieses alkylierende Chemotherapeutikum sowie auf dessen orales Analogon Temozolomid
liegt bei ungefahr 15 % und ist leider von kurzer Dauer (Garbe et al. 2011). Bei Dacarbazin-
behandelten Patienten mit Ansprechen betrug die mediane Ansprechdauer 4 bis 6 Monate
(Tarhini und Agarwala 2006). Nur bei 1-2% der Patienten wurde ein langfristiges
Ansprechen auf die beiden oben genannten Chemotherapeutika festgestellt (Eigentler et al.
2003). Die Therapie von Melanom-Patienten mit anderen Chemotherapeutika wie Cisplatin,
Nitrosoharnstoffen (bspw. Fotemustin), Vincaalkaloiden (bspw. Vinblastin und Vincristin)
sowie Taxanen (bspw. Placlitaxel) ergab &hnlich niedrige Ansprechraten wie bei der

Therapie mit Dacarbazin (Buzaid 2002; Ko und Fisher 2011). Die Verwendung einer
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Polychemotherapie bspw. aus Dacarbazin, Vinblastin, Cisplatin und Tamoxifen hat keinen
Gewinn bzgl. der Uberlebensdauer der Patienten im Vergleich zur DTIC-Monotherapie
gezeigt (Atkins et al. 2008).

Eine andere Therapieoption fir Patienten mit metastasiertem Melanom ist eine
Immuntherapie mit dem Zytokin Interleukin-2 (IL-2). Dabei wird eine hohe Dosis von
rekombinantem IL-2 verabreicht. Die objektive Ansprechrate lag bei ca. 16 % und die
komplette Remission wurde bei ca. 5 % der Patienten nachgewiesen (Garbe et al. 2011). Die
Therapie mit IL-2 ist allerdings mit einer stationaren Behandlung verbunden und bringt hohe
Kosten mit sich sowie Dosis-limitierende Toxizitdt fir ZNS, Respirationstrakt und
Blutkreislaufsystem (Tarhini und Agarwala 2006; Garbe et al. 2011).

Die Erfolglosigkeit von Standard-Chemotherapien sowie -Immuntherapien hat dazu gefihrt,
dass eine Kombination aus diesen zwei Behandlungen getestet wurde. Die so genannte
Biochemotherapie besteht aus der (Poly-)Chemotherapie mit bspw. Stoffen wie DTIC,
Vinblastin, Cisplatin (abgekuirzt DVC) und einer darauf folgenden Immuntherapie mit IL-2 und
Interferon-a (IFN-a). Die simultane Verabreichung von Chemo- und Immuntherapie ist
ebenfalls getestet worden, zeigte aber auch keine weiteren Vorteile gegenuber einer
sequentiellen Behandlung. Beide Moglichkeiten haben in klinischen Studien der Phase I
ahnliche Gesamtansprechraten hervorgerufen, die sich zwischen 40 % und 60 % bewegten.
Eine langfristige Remission wurde bei ca. 9 % der Patienten festgestellt (Tarhini und
Agarwala 2006). Auch wenn die Ansprechraten durch sequentielle Biochemotherapie
verbessert worden sind, blieben das progressionsfreie sowie das Gesamt-Uberleben in den
randomisierten Studien der Phasen Il und Il gleich einer reinen Chemotherapie (Garbe et al.
2011).

Damit ist es klar, dass die bisherigen Standardtherapien nur wenige Erfolge in der
Melanombehandlung erzielt haben. Deshalb ist es von Bedeutung, neue, gezielte Therapien
gegen das maligne Melanom zu entwickeln. Dabei spielt die Erforschung der molekularen
Mechanismen, die fur Melanomentstehung, -entwicklung und —invasion verantwortlich sind,
eine entscheidende Rolle. Eine genaue Kenntnis von Signalwegen, die fur
Melanomwachstum und —Uberleben essentiell sind, kbénnte neue, gezielte
Interventionsmethoden ermdglichen. Die Inhibition von Proteinen, die Uberaktivierte
Signalwege modulieren, ist entsprechend in den letzten Jahren eines der Hauptziele der
Pharmaindustrie geworden.

Die Identifizierung von BRAF als des meist mutierten Gens im Melanom (Davies et al. 2002)
fuhrte zur Entwicklung von zahlreichen Inhibitoren des MAPK-Signalweges (s. Kapitel 1.1.5.2
und 1.2.1.). Einer dieser Hemmer ist der Multi-Kinasen-Inhibitor Sorafenib (Nexavar®, BAY-
439006), der BRAF, CRAF und 2zwei Rezeptor-Tyrosinkinasen fir VEGF (vascular
endothelial growth factor) sowie fur PDGF (platelet derived growth factor) blockiert (Wilhelm
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et al. 2004). Leider war die Monotherapie des Melanoms mit Sorafenib wenig erfolgreich. Die
zusatzliche Behandlung mit Chemotherapeutika wie Carboplatin, Paclitaxel oder
Temozolomid zeigte in Phase Il der klinischen Studien zwar eine héhere Antitumor-Aktivitat
(Ko und Fisher 2011), brachte aber im Allgemeinen keine Therapievorteile fur die in der
Phase Il behandelten Patienten (Garbe et al. 2011). PLX4032 dagegen ist ein selektiver
BRAF®°_|nhibitor, der nur das mutierte BRAF Protein gezielt hemmt. In Phase I-Studien
hat die PLX4032-Behandlung eine objektive Ansprechrate von ca. 70 % gezeigt. Der
Inhibitor soll demnachst in der Phase Ill gegen Dacarbazin getestet werden (Garbe et al.
2011).

Inhibitoren von Proteinen des apoptotischen Signaltransduktionsweges wurden ebenfalls fur
die Melanom-Therapie entwickelt und getestet. Oblimersen (Genasense®) ist ein antisense
Oligonukleotid, der in zahlreichen Tumorzellen die Bcl-2-Proteinexpression unterdrickt
(Kang und Reynolds 2009). Zusatzlich enthalt diese Substanz zwei CpG-Motive, welche
durch TLR9 erkannt werden und potentiell einen immunostimulatorischen Effekt auslésen
kénnen (Jahrsdorfer et al. 2002). Oblimersen hat in den klinischen Phasen | und Il die
Hoffnung auf eine Sensibilisierung des Melanoms fir die Behandlung mit Dacarbazin
gemacht (Jansen et al. 2000). Die randomisierte Studie der Phase Il hat allerdings Uber
keine Verbesserung des Gesamt-Uberlebens der Patienten mit dem metastasierenden
Tumor berichten kénnen (Tarhini und Agarwala 2006). Ein neues pro-apoptotisches Agens
(mit zusatzlichen anti-angiogenesischen Eigenschaften), Tasisulam (LY573636), induziert
apoptotischen Zelltod in verschiedenen Tumorarten inklusive des Melanoms. Dies erfolgt
nach ROS-Produktion und wird Gber die Mitochondrien vermittelt, der genaue Mechanismus
ist aber nicht bekannt. Die Untersuchungen von Tasisulam in der klinischen Phase Il bei den
Patienten mit dem metastasierenden oder nicht-resezierbaren Tumor wurden durchgefuhrt.
Die objektive Ansprechrate wurde bei ungefahr 12 % der Patienten gesehen, und bei
weiteren 35 % wurde die Stabilisierung der Krankheit festgestellt. Es soll die klinische Phase
[l folgen, in der ein Vergleich mit der Paclitaxel-Therapie untersucht wird (Garbe et al. 2011;
Kirkwood et al. 2011).

Es wurde viel getan im Forschungsbereich der Melanom-Therapie in den letzten Jahren. Vor
allem eine ,maflgeschneiderte”, also auf den Patienten abgestimmte Tumor-Behandlung
weckt Hoffnung auf Erfolg. Die volle Genesung der Patienten mit Melanom im
fortgeschrittenen Stadium bleibt dennoch, trotz der Entwicklung von neuen Therapien, oft
unerreichbar. Die Grundlagenforschung, welche die molekularen Hintergriinde fir die

Planung der Antitumor-Medikamente liefert, ist hier von grofier Bedeutung.
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1.2.3 Die Rolle von Apoptose und von Proteinen der Bcl-2-Familie bei
der Carcinogenese

Eines der Merkmale der Tumorentwicklung ist eine erfolgreiche Umgehung des
Schutzmechanismus Apoptose (Hanahan und Weinberg 2000). In den maligne
transformierten Zellen werden Mechanismen aktiviert, welche zur Unterdriickung des fir sie
vorgesehenen apoptotischen Zelltodes fiihren. Dadurch bauen die Tumorzellen eine
Resistenz gegen intrinsische und extrinsische Todessignale auf und kénnen eine
Eliminierung der beschadigten und potentiell tumorigenen Zellen vermeiden. Die Verbindung
zwischen dem apoptotischen Signalweg und der Kanzerogenese wurde ein paar Jahre nach
der Entdeckung von Bcl-2 (Tsujimoto et al. 1985) durch die Arbeit von David Vaux
nachgewiesen (Vaux et al. 1988). Um der Apoptose zu entkommen, fihrt ein Weg Uber die
Uberexpression der anti-apoptotischen Proteine oder (ber die Inaktivierung der pro-
apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie. Infolgedessen werden die Bcl-2-artigen Proteine
als potentielle Onkoproteine gesehen, wahrend die Bax/Bak-like und die BH3-only Proteine
die Rolle der Tumorsuppressoren ubernehmen.

Tatsachlich wurden hohe Expressionsspiegel von Bcl-2 nicht nur im humanen follikularen
Lymphom, sondern auch zusammen mit dem anti-apoptotischen Mitglied Bcl-x. in den
anderen Tumorarten wie Brustkrebs, der akuten promyelozytischen Leukamie oder
Pankreaskrebs vorgefunden (Coultas und Strasser 2003). Oft sind in den malignen Zellen
nicht die Bcl-2-artigen-Gene selbst mutiert, sondern eher andere Gene, deren Produkte die
Mitglieder der Bcl-2-Familie regulieren. Beispielsweise die haufig in Tumoren vorgefundene
Hyperaktivitat des NF-kB-Signalweges kann zur erhéhten Expression von Bcl-x, und A1
fuhren (Grumont et al. 1999). Nachdem die maligne Transformation mehrere Mutationen
oder im Allgemeinen genomische Anderungen erfordert, ist die Tatsache, dass
Translokationen des bcl-2-Gens selten alleine vorkommen, nicht Uberraschend. Die
Zusammenarbeit von Bcl-2 und dem Transkriptionsfaktor Myc (auch c-Myc genannt; avian
myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog) wurde das erste Mal in den
Eu(immunoglobulin  heavy chain enhancer)-Bcl-2/Ey-Myc-doppel-transgenen  Mausen
beobachtet. Diese lymphoiden Tumore entwickeln sich schneller als in einfach-transgenen
Tieren (Strasser et al. 1990). Es folgten weitere Studien, die bestatigten, dass die
Kollaboration zwischen der Blockierung der Apoptose durch Bcl-2 und der Forderung der
Zellproliferation durch Myc hoch tumorigen ist (Naik et al. 1996; Jager et al. 1997; Pelengaris
et al. 2002).

Nicht nur die Uberexpression der anti-apoptotischen Proteine kann zur Entwicklung von
Malignitat beitragen, sondern auch die Abwesenheit von den Effektoren Bax/Bak. Es wurde
berichtet, dass die Mutation oder der Verlust von Bax zur Entwicklung von Kolonkrebs,

Brustkrebs sowie Gehirntumoren beitragen kann (Rampino et al. 1997; Yin et al. 1997;
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Shibata et al. 1999). Nachdem es aber eine gewisse funktionelle Redundanz zwischen Bax
und Bak gibt (Lindsten et al. 2000), ist die tumorigene Auswirkung einer Mutation oder
Deletion in einem der Effektor-Gene Signal- und Zelltyp-spezifisch (diskutiert in (Cory et al.
2003)).

Ein funktioneller Verlust der pro-apoptotischen BH3-only Proteine kann ebenfalls zur
Tumorigenese beitragen. Wie bereits im Kapitel 1.1.3.3 erwahnt, hangt die Ausfihrung der
DNA-Schaden-abhangigen Apoptose von dem Tumorsuppressor p53 ab. Mutationen bzw.
Deletionen des p53-Gens kommen in Uber 50 % aller humanen Tumore vor (Hollstein et al.
1991). Diese Modifikationen fihren u. a. zur Herunterregulation von transkriptionellen p53-
Targets wie Puma und Noxa. Der Beweis, dass die Anwesenheit von Puma die
Tumorgenese hemmen kann, gab es in einer Studie, in der die Erniedriegung des mRNA-
Spiegels von Puma die Myc-vermittelte Lymphomagenese beschleunigte (Hemann et al.
2004). Puma-defiziente Zellen sind hinsichtlich Zelltod fast so widerstandsfahig gegen DNA-
Schaden wie p53-defiziente Zellen (Jeffers et al. 2003; Villunger et al. 2003). Allerdings,
entwickeln Puma-Null Mause spontan keine Tumore, was sie von den p53-defizienten Tieren
unterscheidet (Adams und Cory 2007). Interessanterweise Kkorrelieren die Puma-
Proteinspiegel mit den Entwicklungsstufen des humanen Melanoms. Es wurde berichtet,
dass die Puma-Expression in den primaren malignen Melanomen, im Vergleich zu den
benignen Navi reduziert ist. Darlber hinaus war die starkste Herunterregulation dieses BH3-
only Proteins in metastasierenden Melanomen vorzufinden (Karst et al. 2005). Auch das pro-
apoptotische Protein Bim weist tumorhemmende Eigenschaften auf. Nachdem Bim eine
essentielle Rolle in der lymphoiden Homoostase spielt, wurde liber die Anderungen in der
Bim-haltigen Chromosomen-Region hauptsachlich in Verbindung mit den hamatopoetischen
Malignitaten berichtet (Cory et al. 2003). Der Verlust auch nur eines der Bim-Allele fuhrt zur
gravierenden Beschleunigung der Entwicklung des B-Zell-Lymphoms in den Myc-transgenen
Mausen (Egle et al. 2004).

Der haufig fehlerhafte apoptotische Signalweg in malignen transformierten Zellen hangt oft
mit der Chemotherapie-Resistenz des Tumors zusammen. So kann bspw. der Proteasom-
Inhibitor Bortezomib die Sensitivitdt von Epithelzelltumoren gegenlber Paclitaxel wieder
herstellen, indem es die HRAS/MAPK-vermittelte proteasomale Degradation von Bim
verhindert (Tan et al. 2005). In Melanom- und Myelomzellen dagegen induziert Bortezomib
eine Noxa-abhangige (aber p53-unabhangige) Apoptose (Fernandez et al. 2005; Qin et al.
2005). Nachdem die Mehrheit der klassischen zytotoxischen Agenzien wenig Erfolg in den
Tumorzellen erzielt, sollte deshalb eine Strategie zur direkten Induktion von Apoptose

versucht werden.
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1.3 Zielsetzung der Arbeit

Das maligne Melanom ist der klassischen Chemotherapie gegenuber sehr resistent. Die
bésartig transformierten Zellen entwickeln oft Mechanismen, die sie vor Apoptose schitzen.
Die Uberexpression anti-apopotischen Proteine aus der Bcl-2-Familie oder eine
Hyperaktivitat verschiedener Uberlebenssignaltransduktionwege gehéren zu den Merkmalen
der Tumorzellen. In dieser Arbeit sollten verschiedene, mogliche therapeutische Ansatze flr
die Melanomtherapie getestet werden. Durch eine gezielte Neutralisation der das Uberleben
fordernden bzw. der die Apoptose hemmenden Faktoren sollte Apoptose in den
Melanomzelllinien hervorgerufen werden.

Das schlechte Ansprechen des Melanoms auf die klassichen Chemotherapeutika spiegelt
sich in der Resistenz der Melanomzelllinien gegenliber Apoptose durch diese Agenzien in
vitro wieder. Als erstes sollten die apoptogenen Eigenschaften einer Kombination aus den
zwei in der Klinik verwendeten Zytostatika Dacarbazin bzw. Fotemustin und dem Bcl-2-
Antagonisten ABT-737 gepruft werden. Darlber hinaus sollten die fir die induzierte
Apoptose verantwortlichen Proteine aus der Bcl-2-Familie identifiziert werden. Der
Mechanismus sollte durch Analyse der mitochondrialen Vorgange untersucht werden.
Nachdem die Stimulation des Toll-like Rezeptors 3 unter manchen Umstanden Apoptose
ausloésen kann und viele Tumorzellen den Rezeptor exprimieren, sollte auch die Mdglichkeit
dieser Zelltodinduktion in den Melanomzellen getestet werden. Die Moleklle, die sich an der
TLR3-induzierten Apoptose beteiligen, sollten ebenso identifiziert werden.

Die Entdeckung, dass der MAP-Kinasen Signalweg in den meisten Melanomen durch die
Mutationen in der Kinase BRAF stets eingeschaltet ist, weckt die Hoffnung auf eine
erfolgreiche Tumortherapie durch Inhibition dieses Signalweges. Die Auswirkung der
Inhibition dieser Signalkaskade durch die Hemmung einer beteiligten Kinase sollte auf

zellularer sowie Protein-Ebene in dem letzten Teil der Arbeit gepruft werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

2.1.1.1 Wildtyp Melanomzelllinien

Zelllinien ~ Beschreibung Herkunft  Quelle
WM35, Melanomzellliniem, gewonnen aus Mensch Dr. Meenhard Herlyn,The
SBcl2 dem Primartumor in der Wistar Institute, PA, USA

strahlenférmigen bzw. radialen

Wachstumsphase
451Lu, Melanomzellliniem, metastasierend,
1205Lu selektiert in der murinen Lunge

Mensch/

Maus

2.1.1.2 Mutationsstatus der WT-Melanomzelllinien

Dr. Meenhard Herlyn,The
Wistar Institute, PA, USA

Zelllinie Mutation BRAF Mutation NRAS Mutation p53

WM35 V600E WT WT

SBcl2 WT Q61K WT

451Lu V600E WT Y220C

1205Lu V600E WT WT

2.1.1.3 Stabile Knock-down Melanomzelllinien

Zelllinie  Beschreibung Herkunft Quelle

288 Auf 1205Lu basierende Melanomzelllinie, Mensch Dr. Christian Ploner,
welche stabil die shRNA mit Kontroll- Medizinische Universitat
Sequenz exprimiert (,Scrambled*- Innsbruck, Osterreich
Sequenz der Bim-mRNA)

208 Auf 1205Lu basierende Melanomzelllinie, Mensch Dr. Christian Ploner,
welche stabil die shRNA gegen die Bim- Medizinische Universitat
mRNA exprimiert Innsbruck, Osterreich

N8 Auf 1205Lu basierende Melanomzelllinie, Mensch  Dr. Arnim Weber, Institut

welche stabil die shRNA gegen die

Noxa-mRNA exprimiert
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2.1.2 Puffer und Lésungen

Alle Puffer und Lésungen wurden mit Millipore Q-destilliertem Wasser angesetzt. Wenn nicht
anders gekennzeichnet, wurden Chemikalien der Firmen Sigma (Deisenhofen, Germany)

oder Roth (Karlsruhe, Germany) verwendet.

PBS

Dulbecco’s PBS (1 x)
(PAA, Pasching, Germany)

Lammli-Puffer 294l Tris(hydroxymethyl)aminomethan
14,4 g/l Glycin
19/l SDS
pH 8,3
Trenngelpuffer 182 g/l Tris(hydroxymethyl)aminomethan
4 g/l SDS
pH 8,8
Sammelgelpuffer 60 g/l Tris(hydroxymethyl)aminomethan
4 g/l SDS
pH 6,8
Laufpuffer 6 g/l Tris(hydroxymethyl)aminomethan
(SDS-PAGE) 28,8 g/l Glycin
14/l SDS
10 x Tris/Glycin 30,3 g/l Tris(hydroxymethyl)aminomethan
144 g/| Glycin
Transferpuffer 20 % (viv) Methanol
10 % (v/v) 10 x Tris/Glycin
TBS 8 g/l NaCl
2,42 g/l Tris(hydroxymethyl)aminomethan
pH 7,6
TBS-T 1x TBS
0,05 % (v/v) Tween 20
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Blockierungspuffer

Fixierungspuffer

Lysepuffer
(fir Gesamtzellextrakte)

(fdr Durchflusszytometrie)

Blockierungs- und Waschpuffer
(fir Durchflusszytometrie)

Digitonin-Puffer

2.1.3 Medien

Melanom-Medium
(Tu2%)

1x
50 g/l

4 % (wiv)

20 mM

10 % (v/v)
135 mM
1,5 mM

1 mM

1x

1 % (viv)

1 x
10 g/l
10 g/l

1x
5 % (w/v)

20 mM
100 mM
5mM

1 mM

1 mM
250 mM

1x

25-150 pg/ml

80 % (v/v)
20 % (v/v)
2 % (vIv)
5 pg/mi
1,68 mM

1 % (viv)
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TBS-T
Magermilchpulver

Paraformaldehyd

Tris-HCI pH 7,4

Glycerol

NaCl

MgCl,

DTT

Protease inhibitors (Roche)
Triton X-100

PBS
BSA

Saponin

PBS
BSA

HEPES pH 7,2

KCI

MgCl,

EDTA

EGTA

Sacharose

Protease inhibitors (Roche)
Digitonin

MCDB153
Leibovitz’s L-15
FCS (Biochrom)
Insulin (Bovine)
CaCl,

Penicillin/Streptomycin (Biochrom)
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Einfriermedium

60 % (V/v)
30 % (v/V)

10% (viv)  DMSO

2.1.4 Kit Systeme

Melanom-Medium
FCS (Biochrom)

Name

Verwendungszweck

Firma/Quelle

Bio-Rad Protein Assay

ECL Plus Western

Messung der

Proteinkonzentration

Entwicklung der Western Blots

Blotting Detection System

2.1.5 Antikorper

Primére Antikérper:

Bio-Rad

(Munich, Germany)
GE Healthcare
(Buckinghamshire, UK)

Name Klon Isotyp Herkunft Firma/Quelle

A1 Kaninchen  Cell Signalling
(Danvers, USA)

Aktive Caspase-3 Mono-C92-605 Kaninchen  BD Pharmingen

Bcl-2 Mono-Bcl-2/100 1gG1  Maus BD Pharmingen
(Heidelberg, Germany)

Bak Polyklonal IgG Kaninchen  Upstate Biotechnology

Bax Polyklonal IgG Kaninchen  Cell Signalling

Bcl-w Monoklonal IgG Kaninchen  Cell Signalling

Bcel-x. Monoklonal Maus BD Pharmingen

Bim Polyklonal Kaninchen  Sigma

Bim Kaninchen  Cell Signalling

Caspase-8 1C12 Maus Cell Signalling

clAP1 Ratte Dr. David Vaux (La Trobe
University, Victoria,
Australia)

clAP2 Kaninchen  BD Biosciences (San Jose,
CA, USA)

Cytochrom ¢ Mono- IgG2b Maus BD Pharmingen

7H8.2C12
FLIP BD Biosciences
GAPDH Maus Millipore (Schwalbach,
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Germany)
Mcl-1 Monoklonal IgG1  Maus BD Pharmingen
Noxa Mono- IgG1  Maus Alexis

114C307.1 (Laufelfingen, Switzerland)

Puma Polyklonal Kaninchen  Prosci

(Poway, USA)
Tubulin Mono-DM 1A IgG1  Maus Sigma
XIAP BD Biosciences
Sekundare Antikorper:
Name Isotyp Herkunft Firma/Quelle
Maus IgG Ziege Dianova
Kaninchen IgG Ziege Sigma
FITC- Kaninchen IgG Ziege Dianova
Cy3- Kaninchen IgG Ziege Dianova
Cy5- Kaninchen IgG Ziege Dianova

2.1.6 BH3-Peptide
Die BH3-Peptide Bim WT, Bim AA, Noxa und Bad (alle human) sind von der Firma

Biosynthan GmbH (www.biosyntan.de) synthetisiert worden. Die Richtigkeit der Sequenzen

wurde mittels MALDI-ToF Massenspektrometrie und der Reinheitsgrad mittels HPLC
ermittelt. Die Peptide wurden in der lyophilisierten Form geliefert, danach teilweise in 100 %-
igem DMF gel6st, aliquotiert und bei -80 °C gelagert. Die ungeldsten Peptide wurden bei -
20 °C gelagert.

Die Aminosaure-Sequenzen der Peptide lauten:
Bim WT: MRPEIWIAQELRRIGDEFNA

Bim AA: MRPEIWIAQE-RR-GDEFNA

Bad: LWAAQRYGRELRRMSDEFVDSFKKG
Noxa: AELEVECATQLRRFGDKLNF

2.1.7 siRNA

Die siRNAs wurden wie bereits von Ui-Tei und Kollegen beschrieben konzipiert (Ui-Tei et al.
2004). Die 3-Uberhange wurden als dTdT hergestellt. Die nachfolgend beschriebenen
spezifischen siRNA-Sequenzen zeigen 19 Nucleotidfolgen in dem kodierenden DNA-Strang

der Ziel-mRNA. Die Kontroll-siRNA wurde konzipiert als nicht-herunterregulierende Sequenz,
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welche keine Ziel-mRNAs aus dem humanen oder murinen Genom besitzt. Die siRNAs

wurden von der Firma Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) synthetisiert.

Kontrolle: 5-GCGCAUUCCAGCUUACGUA-3’
Caspase-8: 5-GCTCTTCCGAATTAATAGA-3’
clAP1: 5-GGATCCACCTCTAAGAATA-3

2.1.8 Chemotherapeutika und andere proapoptotische Stimuli

Name Beschreibung Quelle/Firma
Fotemustin Zytostatikum aus der Gruppe der Servier Deutschland GmbH
(Muphoran®)  Nitroharnstoffe
Dacarbazin Zytostatikum aus der Gruppe Alkylantien  Sigma, Minchen,
Deutschland
Poly I:C Polyinosinische:polycytidylische Saure, Sigma
synthetischer Analogon der dsRNA,
Ligand des TLR3
Poly A:U Polyadenylische:polyuridylische Saure, Dr. Stefan Bauer, Philipps-
synthetischer Analogon der dsRNA, Universitat, Marburg,
Ligand des TLR3 Deutschland
CT98014 Inhibitor der Glykogen Synthase Kinase 3 Axon Medchem, Groningen,
Holland
LBW242 Smac-Mimetikum, |IAP-Inhibitor Dr. Leigh Zawel, Novartis
ABT-737 Bcl-2-Antagonist, Inhibitor der Bcl2- Abbott Laboratories,

artigen Proteine: Bcl-2, Bcel-x. und Bcl-w

2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultur

Abbott Park, IL, USA

Melanomzellen wurden in dem oben beschriebenen TU2% Medium kultiviert und in einem
befeuchteten Brutschrank bei 37 °C mit 5 %-igem CO,-Gehalt gelagert. Es wurde eine 1 %-
ige Trypsin-EDTA-L6sung verwendet, um die Zellen zu ernten und zu passagieren. Nach ca.
10 min wurde das Trypsinieren der Zellen mit TU2 % Medium gestoppt, dabei wurden die
Zellen mehrmals resuspendiert, um die Zellklumpen zu I6sen. Die gewunschte Menge an
Zellen wurde dann flr die Experimente in die gewlnschten Zellkulturplatten ausgesetzt. Ein
Teil der Zellen wird flir die weitere Kultivierung verwendet. Nach 4 bis 6 Wochen wurden die

Zellen durch frische eingefrorene Zell-Stocks ersetzt.
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Fir die Langzeitaufbewahrung werden die Zellen, wie oben bereits beschrieben, geerntet
und im Einfriermedium aufgenommen. Danach werden die Zellen bei -80 °C eingefroren und
spater evtl. im flissigen Stickstoff bei -196 °C aufbewahrt.

Fir das Verwenden der eingefrorenen Zellen werden diese im Wasserbad bei 37 °C schnell
aufgetaut, mit dem Kulturmedium gewaschen und in die Platten gesetzt.

Die Zellen wurden normalerweise 1 Tag vor dem geplanten Experiment ausgesetzt.

2.2.2 Herstellung der Gesamtzellextrakte

Fir die Herstellung der Gesamtzellextrakte werden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen
und der Zellpellet in 20-30 ul Lysepuffer aufgenommen. Die Zellen werden 30 min auf Eis
inkubiert und ein bis zwei Mal gevortext. Danach werden die Zelllysate bei 2200 x g flr
10 min bei 4°C zentrifugiert und die Pellets verworfen. Die Proteinkonzentration der Lysate
wird mittels der Bradford-Methode ermittelt (2.2.3) und die Proben entweder eingefroren oder
sofort fur die SDS-PAGE (2.2.4) verwendet.

2.2.3 Messung der Proteinkonzentration

Die Proteinkonzentration der Zelllysate wird nach der Bradford-Methode bestimmt. Dazu wird
das Bio-Rad Protein Assay Reagenz verwendet. Fir die Erstellung der Standardkurve wird

Albumin aus Rinderserum (bovine serum albumin, BSA) benutzt.

2.2.4 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die in den Gesamtzellextrakten vorhandenen Proteine kdnnen mittels SDS-PAGE nach
ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Dazu werden SDS-Gele auf die ,klassische*
Weise, wie unten beschrieben, zusammengesetzt und gegossen. Die Volumina sind fur 5

Gele ausreichend.

Trenngel 15% 12,5% Sammelgel

Trenngelpuffer (ml) 7,5 7,5 Sammelgelpuffer (ml) 3,75
Acrylamid (ml) 15 12,6 Acrylamid (ml) 2,4
H,O (ml) 7,5 9,9 H,O (ml) 13,8
APS 10 % (ul) 180 180 APS 10 % () 70
TEMED (ul) 30 30 TEMED (pl) 30

Das zweite verwendete System basiert auf den halbfertigen SDS-Gelen EZ-Run™ von
Fisher Scientific. In der Gelldsung befinden sich alle Bestandteile des SDS-Gels auller
TEMED und APS, die frisch dazugegeben werden. Fir je 10 ml der Gellésung werden 6 pli
TEMED und 60 pl APS vermischt.
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Bevor die Zelllysate auf die Gele geladen werden, missen diese mit Lammlipuffer versetzt
und bei 95°C fir ca. 5min aufgekocht werden. Als Proteinstandard, um die
Molekulargewichte der Proben zu vergleichen, wird Precision Plus Protein Standard (Bio-
Rad) oder PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Fermentas) verwendet. Die Gele werden
bei 110-180 V laufengelassen, bis die blaue Front das Gel verlasst. Danach werden die
Proteine vom Gel auf die Membran transferiert. Der Transfer erfolgt bei 100 V und 4 °C und
dauert zwischen 45 min und 1,5h (je nach ProteingroRe). Dazu wird entweder die
Nitrocellulose-Membran von Whatman oder die PVDF-Membran von GE Healthcare benutzt.

Nach dem Blotten werden Proteine mittels Western Blot spezifisch nachgewiesen.

2.2.5 Western Blot

Nach der Auftrennung via SDS-PAGE kénnen die Proteine spezifisch mittels der Western
Blot Methode nachgewiesen werden. Dabei werden die Proteine von dem SDS-Gel auf eine
Nitrocellulose (Protran, Whatman) bzw. PVDF (GE Healthcare) Membran im elektrischen
Feld bei 100 V fir 45 min bis 1,5 h bei 4 °C transferiert. Die Membranen werden mit der 5 %-
igen Magermilch (5 %-iges Magermilchpulver gelost in TBS-T) fur 1 h bei RT oder Uber
Nacht bei 4 °C blockiert. In der Regel werden die primaren Antikdrper wie von der
Herstellerfirmen empfohlen angewendet. Der Antikdrper wird in der 5 %-igen Magermilch
bzw. in der 5 %-igen BSA/TBS-T-Ldsung verdunnt und mit der Membran bei 4 °C Gber Nacht
inkubiert. Danach wird die Membran jeweils drei Mal 10 min mit TBS-T gewaschen und mit
dem HRP-konjugierten, sekundaren Antikérper weitere 1 h bei RT inkubiert. Schlief3lich wird
die Membran zweifach mit TBS-T und ein Mal mit TBS gewaschen. Die Proteine werden
mittels Chemilumineszenz detektiert (chemiluminescence detection system, PerkinElmer Life
Sciences oder ECL Plus Western Blotting Detection System GE Healthcare,

Buckinghamshire, UK).

2.2.6 Strippen von Membranen

Um auf der Membran zusatzliche Proteine zu detektieren, wird diese 15 bis 30 min bei RT
mit 0,2 M NaOH Lésung behandelt um die alten Antikdrper zu entfernen. Danach wird die
Membran mit Milli-Q H,O zwei Mal gewaschen, mit Magermilch blockiert und mit den

entsprechenden Antikérper, wie oben bereits beschrieben, inkubiert.

2.2.7 Protein-Herunterregulation mittels RNAi

Ein Tag vor dem geplanten Experiment werden 0,1 x 10° Zellen in einer 6-Well-Platte
ausgesetzt. Am Tag der Herunterregulation wird das Medium der zu behandelnden Zellen
durch das Antibiotika-freie Medium ersetzt (1,25 ml pro Well). Es werden 1,5 ul 20 uM siRNA
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und 1,25 pyl RNAIMAX (Invitrogen) separat in jeweils 125 uyl FCS-freiem OptiMEM verdinnt.
Danach werden die zwei Verdinnungen vorsichtig vermischt (Gesamtvolumen 250 pl) und
15 min bei RT inkubiert. SchlieBlich wird die siRNA-RNAIMAX-Mischung vorsichtig in die
einzelne Wells pipettiert (Gesamtvolumen im Well 1,5 ml). Nach 24 h bzw. 48 h werden die
Zellen mit entsprechenden Stimuli behandelt oder geerntet, um den Knock-down der

Proteine mittels Western Blot nachzuweisen.

2.2.8 Induktion von Apoptose

Um die Apoptose zu induzieren (bzw. zu hemmen), werden die Zellen ein Tag nach dem

Aussetzen mit folgenden Stimuli behandelt.

Name Konzentration der Stocklésung Endkonzentration
Fotemustin 50 mg/mlin 83,75 % Ethanol 50 pg/ml
Dacarbazin 50 mg/mlin 1 M HCI 300 pg/ml

Poly I:C 2,5 mg/mlin H,O 50 pg/ml

Poly A:U 2,5 mg/mlin H,O 50 pg/ml
LBW242 10 mM in DMSO 10 uM

ABT-737 5 mM in DMSO 1 uM
Cycloheximid 10 mM 2,5 uM
zVAD-fmk 100 mM in Ethanol 50 uM

uO126 10 mM in DMSO 10 uM

Apoptotische Zellen werden zwischen 6 und 72 h nach der Stimulation mittels der
Durchflusszytometrie detektiert. Um die Hoch- und/oder Herunterregulation von Proteinen
nach der Anwendung der verschiedenen Stimuli festzustellen, werden Gesamtzellextrakte
aus den behandelten Zellen hergestellt. Eventuell werden die Zellen nach der Stimulation

geerntet und fir den Cytochrom c-Freisetzungsassay verwendet.

2.2.9 Apoptoseassays

2.2.9.1 Durchflusszytometrische Analyse

2.2.9.1.1 Farbung der aktiven Caspase-3

Die stimulierten Zellen werden geerntet und mit 4 %-igem Formaldehyd bei RT fur 20-30 min
fixiert. Die fixierten Zellen werden dann dreifach mit PBS gewaschen und entweder sofort
gefarbt oder bei 4 °C bis zu einer Woche gelagert. Vor der Farbung werden die Zellen mit
dem Blockierungspuffer (0,5 % BSA in PBS) und dann mit Permeabilisierungpuffer (0,5 %

Saponin und 0,5 % BSA in PBS) jeweils einmal gewaschen. Danach werden die Zellen mit
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dem primaren Antikérper aus dem Kaninchen, der die aktive Caspase-3 bindet (Abcam bzw.
BD Biosciences), im Verhaltnis 1:500 in Permeabilisierungpuffer bei RT 30-40 min inkubiert.
In der Folge werden die Zellen dreifach mit dem Permeabilisierungpuffer gewaschen und
dann mit dem sekundaren Antikérper aus der Ziege, der den Kaninchen-Antikdrper bindet
und mit dem fluoreszierenden Farbstoff Cy5 gekoppelt ist, im Dunkeln bei RT fir 20-30 min
inkubiert.

2.2.9.1.2 Propidium lodid Férbung

Die stimulierten Zellen werden geernet und einmal mit PBS gewaschen. Dann werden die
Proben in 5 ug/ml  Propidium lodid-Losung in PBS resuspendiert und mittels

Durchflusszytometrie auf den Zelltod getestet.

2.2.9.2 Cytochrom c-Freisetzung

Unbehandelte oder stimulierte 1205Lu Melanomzellen (0,15 - 0,2 x 10° Zellen pro Probe)
werden geerntet, mit PBS gewaschen und in 50 pl Digitoninpuffer resuspendiert. Zusatzlich
werden die Zellen in Anwesenheit bzw. Abwesenheit der BH3-Peptide (100 uM) oder ABT-
737 (50 pM) bei 30 °C fur 60 min inkubiert. Danach werden die permeabilisierten Zellen bei
13000 x g fur 10 min bei 4 °C zentrifugiert um die Mitochondrien enthaltenden Pellets und
Uberstande zu separieren. Zu den Uberstanden wird 6 x Lammlipuffer gegeben, wahrend die
Pellets in gleichen Volumina des 1 x Lammlipuffers aufgenommen werden. Die Proben
werden fur die SDS-PAGE vorbereitet.
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3 Ergebnisse

3.1 Apoptoseinduktion in Melanomzellen durch den kombinierten
Einsatz des Bcl-2-Antagonisten ABT-737 und verschiedener
Chemotherpeutika

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, ist das maligne Melanom gegen die klassische
Chemotherapie sehr resistent (s. Kapitel 1.2.2). Demzufolge weisen viele Zelllinien, welche
aus Melanom-Patienten gewonnen wurden, ebenfalls eine sehr geringe Sensitivitat den
zytotoxischen Agenzien gegeniber auf. Auch von der Resistenz der Melanomzelllinien
gegen die Monotherapie mit dem Bcl-2-Antagonist ABT-737 wurde bereits berichtet (Miller et
al. 2009). Nachdem ABT-737 die anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-w und Bcl-x, bindet
(s. Kapitel 1.1.3.5), ware eine Kombination aus ABT-737 und einem anti-neoplastischen
Agent, das vor allem Mcl-1 neutralisiert, von groRem Interesse (s. Kapitel 1.1.3.2).
Dacarbazin und Fotemustin sind Zytostatika (s. Kapitel 2.1.8), die in der klinischen
Behandlung gegen das maligne Melanom verwendet werden. Deren genauer molekularer
Wirkmechanismus ist allerdings noch nicht aufgeklart. Eine eventuelle Sensibilisierung der
Melanomzellen mit ABT-737 fir die Behandlung mit den oben erwahnten
Chemotherapeutika wurde hier getestet. Die molekularen Hintergriinde der Sensitivitat bzw.
der Resistenz der verwendeten Zelllinien wurden ebenfalls untersucht. Aulderdem wurde die
Freisetzung von Cytochrom ¢ nach den verschiedenen Behandlungen auf der

mitochondrialen Ebene Uberpruft.

3.1.1 Stimulation von Melanomzellen mit der Kombination aus
Fotemustin oder Dacarbazin mit ABT-737

Vier verschiedene Melanomzelllinien, urspriinglich gewonnen aus den menschlichen
Hauttumoren, wurden auf ihre apoptotische Empfindlichkeit flr zwei verschiedene
chemotherapeutische Agenzien Fotemustin und Dacarbazin getestet. Diese Zytostatika
wurden alleine sowie in Kombination mit dem Bcl-2-Antagonist ABT-737 verwendet. Der
apoptotische Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie ermittelt. Es wurden entweder die
Zellen, welche die aktive Form der Caspase-3 (Abbildung 9) besitzen oder welche, die eine
desintegrierte Zellmembran aufweisen (Abbildung 10), Fluoreszenz-markiert.

Die Zelllinien 1205Lu, 451Lu, WM35 und Sbcl2 wurden mit Fotemustin, Dacarbazin und
ABT-737 alleine sowie in Kombination stimuliert (Abbildung 9). Alle Melanomzelllinien
zeigten nach 24 h groRe Resistenz auf Einzelstimulation, sodass die gemessenen

apoptotischen Zellen nicht 10 % der Gesamtpopulation Uberschritten. Im Gegensatz dazu
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verursachte die Kombination aus Fotemustin bzw. Dacarbazin mit ABT-737 in zwei von vier
getesteten Zelllinien (1205Lu und WM35) eine signifikante, synergistische Erhéhung der
nach 24 h gemessenen Apoptose bis auf ca. 40 % (Abbildung 9).
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Abbildung 9: Apoptoseinduktion in Melanomellen durch den kombinierten Einsatz von Fotemustin oder
Dacarabazin mit ABT-737 nach 24 h.

Melanomzellen wurden fir 24 h mit Ethanol, HCI und DMSO (Kontrolle), 1 yM ABT-737, 300 pug/ml Dacarbazin
oder 50 pg/ml Fotemustin bzw. der Kombination aus den beiden Chemotherapeutika und dem Bcl-2-Antagonist
stimuliert. Die induzierte Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Caspase-3-positiven Zellen im
Durchflusszytometer gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3

unabhangigen Experimenten. ** P < 0,05 im Vergleich zur Einzelstimulation mit Fotemustin oder Dacarbazin.

Nach 48 h (Abbildung 10) konnte man im Allgemeinen eine erhdhte Anzahl an Pl-positiven
Zellen im Vergleich zum 24 h-Zeitpunkt feststellen. In drei der getesteten Zelllinien (alle
auller 451Lu) konnte eine signifikante Erhdhung der apoptotischen Zellen nach der
Stimulation mit Fotemustin beobachtet werden (bei 1205Lu bis auf Uber 45 %).
Monobehandlungen mit ABT-737 und Dacarbazin 16sten signifikant erhdhte Apoptose in zwei
der getesteten Zelllinien (1205Lu und WM35) aus, der Prozentsatz der toten Zellen blieb
jedoch bei hochstens 20 %. Die Kombinationsstimulation aus beiden Chemotherapeutika
entweder Fotemustin oder Dacarbazin mit dem Bcl-2-Antagonist fihrte zum synergistischen
Anstieg der Apoptose in allen Zelllinien und erreichte nach 48 h bis zu Uber 80 % (bei der
Zelllinie 1205Lu).

Um die Wirkung der verwendeten Chemotherapeutika auf der Proteinebene zu beobachten,
wurden Gesamtzellextrakte aus den mit Dacarbazin oder Fotemustin stimulierten 1205Lu

und 451Lu Zellen erzeugt und mittels SDS-PAGE auf dem Polyacrylamidgel aufgetrennt.
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Danach wurden die Proben auf eine Nitrozellulosemembran Uubertragen und die
gewinschten Proteine mittels Western Blot visualisiert (Abbildung 11, links). Auf3erdem
wurde die de novo Geninduktion von Noxa Uberpruft, indem die Zellen erst mit Cycloheximid
(CHX) und erst dann mit Dacarbazin bzw. Fotemustin behandelt worden sind (Abbildung 11,

rechts).
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Abbildung 10: Apoptoseinduktion in Melanomellen durch den kombinierten Einsatz von Fotemustin oder
Dacarabazin mit ABT-737 nach 48 h.

Melanomzellen wurden fiir 48 h mit Ethanol, HCl und DMSO (Kontrolle), 1 uyM ABT-737, 300 pug/ml Dacarbazin
oder 50 pg/ml Fotemustin bzw. der Kombination aus den beiden Chemotherapeutika und dem Bcl-2-Antagonist
stimuliert. Die induzierte Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im
Durchflusszytometer gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3
unabhangigen Experimenten. * P < 0,05 im Vergleich zur Lésungsmittelkontrolle; ** P < 0,05 im Vergleich zur

Einzelstimulation mit Fotemustin oder Dacarbazin.

Wie in der Abbildung 11 (links) gezeigt, konnten keine bedeutsamen Anderungen in der
Proteinmenge von Puma, Bcl-2 oder Mcl-1 nach der Stimulation weder mit Dacarbazin noch
mit Fotemustin nachgewiesen werden. Im Gegensatz zu der Zelllinie 451Lu, zeigten die
1205Lu-Zellen einen leicht erhohten Proteinspiegel von Bim nach der Behandlung mit
Dacarbazin, aber nicht mit Fotemustin. In beiden untersuchten Zelllinien wurde eine
Hochregulation von Noxa durch die Verwendung von Dacarbazin nachgewiesen. In den
1205Lu-Zellen konnte eine ahnliche Beobachtung nach der Stimulierung mit Fotemustin,
allerdings in kleinerem Ausmal, gemacht werden (s. Abbildung 11 links). Die erwahnte
Hochregulation von Noxa wurde zusatzlich in der Abbildung 11 (rechts im Bild) bestatigt. Es

konnte auRerdem gezeigt werden, dass die erhdhte Noxa-Proteinmenge durch die de novo
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Geninduktion zu Stande kam, da die Vorstimulation mit CHX diese fast vollstandig blockieren

konnte.
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Abbildung 11: Einfluss der Stimulation mit Dacarbazin oder Fotemustin auf die Proteinexpression der
Mitglieder der Bcl-2-Familie in Melanomzellen.

1205Lu und 451Lu Melanomzellen wurden mit 50 ug/ml Fotemustin oder 300 pg/ml Dacarbazin stimuliert. Ein Teil
der Proben (rechts im Bild) wurde zusatzlich zuerst mit 2,5 pg/ml Cycloheximid behandelt. Nach 24 h wurden die
Gesamtzellextrakte gewonnen und die Proben via SDS-PAGE aufgetrennt. Mittels Western Blot wurden
schliellich die gewlinschten Proteine detektiert; Tubulin und GAPDH dienten als Ladekontrolle. Die Ergebnisse

der Western Blot Analyse konnten in 2 unabhangigen Versuchen verifiziert werden. Unbehandelte Kontrolle (-).

3.1.2 Stimulation von Melanomzellen nach RNAi gegen Bcl-2-Proteine

Um den moglichen Einfluss der BH3-only Proteine Bim und Noxa auf den apoptotischen
Zelltod durch Fotemustin bzw. Dacarbazin mit ABT-737 genauer zu untersuchen, wurden
stabile Knock-down 1205Lu Melanomzelllinien verwendet (hergestellt von Dr. Arnim Weber,
Institut fur medizinische Mikrobiologie, Immunologie und Hygiene, TU Minchen). Diese
exprimieren eine ,short-hairpin® RNA (shRNA), welche die mRNA von Noxa bzw. Bim
andauernd degradiert. Die Kontrollzelllinie (shScrambled) exprimiert dagegen eine nicht-
herunterregulierende RNA Sequenz (eine ,durcheinander gebrachte* Bim-shRNA Sequenz),
die kein mRNA-Ziel besitzt.

Die Knock-down Zellen wurden entweder mit dem L&sungsmittel, Dacarbazin oder der
Kombination aus Dacarbazin und ABT-737 stimuliert. Der Anteil an apoptotischen Zellen
wurde nach 24 h (Farbung der aktiven Caspase-3; links im Bild) bzw. 48 h (PI-Farbung;
rechts im Bild) mittels Durchflusszytometrie bestimmt (Abbildung 12). Nach 24 h zeigten die
Kontrollzellen sowie die shBim-Zellen eine relativ kleine Apoptoserate von unter 10 % nach

der Stimulation mit Dacarbazin. Die Kombinationsbehandlung mit Dacarbazin und ABT-737
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ergab dagegen bei den Zellen eine Sterberate von ca. 40 %. Die shNoxa-Zellen zeigten nach
24 h sowie 48 h jedoch einen signifikant verringerten apoptotischen Zelltod nach der
Einzelbehandlung mit Dacarbazin und nach der Kombinationsstimulierung mit ABT-737 im
Vergleich zu den Kontrollzellen. Der Knock-down von Bim fihrte nur im Fall der
Einzelbehandlung mit Dacarbazin nach 48 h zu einer geringeren Apoptoserate. Die
verringerte Proteinmenge von Bim hatte weder nach 24 h noch nach 48 h einen Einfluss auf

die durch Kombinationsstimulation resultierende Apoptose.
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Abbildung 12: Apoptoseinduktion in Knock-down Melanomzellen durch den kombinierten Einsatz von
Dacarbazin und ABT-737.

Die 1205Lu-KD-Zellen wurden entweder fir 24 h (links) oder 48 h (rechts) mit HCl und DMSO (Kontrolle),
300 pg/ml Dacarbazin oder der Kombination aus dem Chemotherapeutikum und ABT-737 (1 uM) stimuliert. Die
induzierte Apoptose wurde als prozentualer Anteil der Caspase-3-positiven Zellen (links) oder der Pl-positiven
Zellen (rechts) im Durchflusszytometer gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von
mindestens 3 unabhangigen Experimenten. * P < 0,05; ** P < 0,005 im Vergleich zur gleichen Stimulation der

Kontrollzellen.

Die Behandlung der 1205Lu Knock-down Zellen mit Fotemustin und ABT-737 brachte
ahnliche, aber nicht identische Ergebnisse (Abbildung 13). Nach 24 h wurde bei den
Kontrollzellen eine Apoptoserate von ca. 25 % nach der Einzelstimulation mit Fotemustin und
uber 30 % im Fall der Kombinationsbehandlung nachgewiesen (Abbildung 13, rechts). Der
Knock-down von den beiden BH3-only Proteinen Bim und Noxa hat keinen Einfluss auf die
durch Kombinationsstimulation sterbenden Zellen. Nur wenn Fotemustin alleine verwendet
wurde, zeigten die beiden Knock-down Zelllinien eine signifikant verringerte Aktivitat der

Caspase-3. Der apoptotische Zelltod, der durch die Kombination aus Fotemustin und ABT-

55



Ergebnisse

737 nach 24 h ausgelOst wurde, konnte durch die Herunterregulation weder von Bim noch
von Noxa gehemmt werden. Aus diesem Grund wurde ein friiherer Zeitpunkt von 6 h
betrachtet. Es konnte ein signifikanter Schutz vor Fotemustin/ABT-737-induzierter Apoptose

in Abwesenheit von Noxa beobachtet werden (Abbildung 13, links).
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Abbildung 13: Apoptoseinduktion in Knock-down Melanomzellen durch den kombinierten Einsatz von
Fotemustin und ABT-737.

Die Zellen wurden entweder fir 6 h (links) oder 24 h (rechts) mit dem Ethanol und DMSO (Kontrolle), 50 pg/ml
Fotemustin oder der Kombination aus dem Chemotherapeutikum und ABT-737 (1 uM) stimuliert. Die induzierte
Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Caspase-3-positiven Zellen im Durchflusszytometer gemessen.
Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3 unabhangigen Experimenten. * P <

0,05; ** P < 0,005 im Vergleich zur gleichen Stimulation der Kontrollzellen.

3.1.3 Freisetzung von Cytochrom ¢ durch den kombinierten Einsatz von
Fotemustin oder Dacarbazin mit ABT-737

Die Fahigkeit Apoptose auszulésen durch die Kombinationsstimulation von Fotemustin bzw.
Dacarbazin, wurde anhand der Cytochrom c-Freisetzung getestet. Bei diesem Assay wurden
die 1205Lu-Zellen mit Fotemustin bzw. Dacarbazin fir 24 h vorstimuliert, danach mit
Digitonin permeabilisiert und schlielRlich mit verschiedenen BH3-Peptiden und/oder ABT-737
inkubiert.

In dem Cytochrom c-Freisetzungsassay wurde das Ldsungsmittel als die negative Kontrolle
und der BH3-Peptid von Bim als die positive Kontrolle verwendet. Aus den Mitochondrien der
Kontrollzellen konnte die Freisetzung des Cytochroms ¢ im Fall der BH3-Peptiden von Bim
und der Kombination von Noxa und Bad sowie Noxa und ABT-737 beobachtet werden. Die

Verwendung der BH3-Peptiden von Noxa und Bad sowie ABT-737 fuhrte dagegen in den
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unstimulierten Zellen zu keiner Freisetzung des apoptogenen Proteins (Abbildung 14, oben
links). Bei den mit Fotemustin vorstimulierten Zellen wurde Cytochrom ¢ mit Hilfe von den
gleichen Stimuli wie bei den Kontrollzellen freigesetzt. Zusatzlich konnte in den mit
Fotemustin vorbehandelten Zellen nach der Inkubation mit jeweils Bad-BH3-Peptid und ABT-
737 eine Permeabilisierung der Mitochondrien nachgewiesen werden. Nach der
Vorstimulation mit Dacarbazin konnte in dhnlicher Weise die Freisetzung vom Cytochrom ¢

nach der Verwendung des Bim-BH3-Peptids und ABT-737 als Einzelstimuli festgestellt

werden.
A
&
& P
0\\6 /‘\ré\ Y‘ xQJ
& ~ ° & o o
pad & @ L ko e e
< &
kba p s P § P 8§ P 8§ P S P S P § oﬂ\@@?@
- Unstimuliert P S PSP S
10— —e e e o« *
10 ‘-'*- + Dacarbazin
10 — - -— .- ey ----‘ + Fotemustin

Abbildung 14: Freisetzung des Cytochroms c aus den Mitochondrien der 1205Lu Zellen durch BH3-
Peptide und ABT-737 nach der Vorstimulierung mit Fotemustin bzw. Dacarbazin.

Die Zellen wurden mit den Lésungsmitteln (Ethanol + HCI, unstimuliert), 50 pg/ml Fotemustin oder 300 pg/ml
Dacarbazin fiir 24 h stimuliert, danach mit Digitonin permeabiliziert und bei 30 °C fir 60 min mit 100 yM
angegebenen BH3-Peptiden bzw. 50 yM ABT-737 oder DMSO (Kontrolle) inkubiert. Die Proben wurden dann
zentrifugiert, um die mitochondrialen (P, pellet) und zytosolischen (S, supernatant) Fraktionen voneinander zu
trennen. Die gewonnenen Proben wurden dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Schlieflich wurde die
Lokalisation des Cytochroms ¢ mittels Western Blot durch die Verwendung des geeigneten Antikdrpers detektiert.

Die Ergebnisse der Western Blot Analyse konnten in 2 unabhangigen Versuchen verifiziert werden.

3.2 Apoptoseinduktion in Melanomzellen durch die Stimulation des
Toll-like Rezeptors 3 mit Poly I:C und Inhibition der IAPs mit
dem Smac-Mimetikum LBW242

Die Stimulierung von TLR3 kann unter Umstanden Apoptose auslésen. Viele Tumorzellen,
auch Melanomzellen, exprimieren TLR3 auf den Membranen ihrer intrazellularen
Kompartimenten (s. Kapitel 1.1.5.1). Diese Tatsache macht sie anfallig fur die Induktion des
apoptotischen Signalweges mit Hilfe von verschiedenen TLR3-Liganden wie bspw. Poly I:C.
In den meisten Fallen wird die TLR3-vermittelte Apoptoseinduktion erst durch die
Anwendung von verschiedenen Zusatz-Agenzien ermdglicht (Salaun et al. 2007; Jiang et al.
2008). Hier wurde die Sensitivitat der Melanomzellen auf Poly |:C getestet. Zusatzlich wurde
die eventuelle Verstarkung der apoptotischen Antwort durch die Verwendung von
Cycloheximid (CHX) und dem Smac-Mimetikum LBW242 Uberprift. Auch die Rolle der

Proteine aus der Bcl-2-Familie, der IAPs und der anderen Proteine des apoptotischen
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Signalweges wurde in dem Poly I:C/CHX- und Poly I:C/LBW242-vermittelten apoptotischen

Zelltod untersucht.

3.2.1 Stimulation der Melanomzellen mit der Kombination von Poly I:C
und Cycloheximid

In vorausgegangenen Versuchen unserer Arbeitsgruppe haben wir gezeigt, dass ein
synthetischer TLR3-Ligand Poly I:C alleine in der Lage ist, den apoptotischen Zelltod in
humanen HaCaT Keranozyten auszuldésen (Weber et al. 2010). Nach 24 h waren fast 50 %
der HaCaTs, wenn mit der hdchsten Konzentration von Poly I:C stimuliert, Caspase-3-
positiv. Diese Moglichkeit, die Apoptose durch die Stimulation von TLR3 zu induzieren,
wurde anschlieBend in den Melanomzelllinien untersucht. Es konnte allerdings nur eine
geringe Anzahl an sterbenden Zellen nach der Behandlung mit Poly I:C (héchstens ca. 10 %)
beobachtet werden, trotz der nachgewiesenen TLR3-Expression (Weber et al. 2010). Da es
schon erfolgreiche Versuche gab, die Poly |:C-resistenten Zellen zusatzlich mit dem Inhibitor
der Proteinbiosynthese Cycloheximid zu behandeln (Jiang et al. 2008), wurde in diesem Fall
ein gleiches Vorgehen gewanhlt.

Dazu wurden vier Melanomzelllinien mit Poly I:C und Cycloheximid alleine und in
Kombination (mit und ohne den Caspase-Inhibitor zZVAD-fmk) stimuliert. Die induzierte
Apoptose wurde nach 24 h durch die Pl-Farbung mittels Durchflusszytometrie
nachgewiesen.

Es konnte bestatigt werden (wie in der Abbildung 15 dargestellt), dass weder Poly I:C noch
CHX alleine den apoptotischen Zelltod in den Melanomzellen auslésen kdénnen (héchstens
knapp Uber 20 % der Pl-positiven Zellen wurden gemessen). Insoweit bei den Poly I:C-
stimulierten Zellen gleichzeitig die Proteinbiosynthese durch Verwendung von CHX blockiert
wurde, konnte eine synergistische und gleichzeitig signifikante Steigerung des Anteils an PI-
positiven Zellen beobachtet werden (bei der Zelllinie Sbcl2 sogar auf Uber 90 %). Der
Poly I:C/CHX-induzierte Zelltod war Caspasen-abhangig, da dieser mit zZVAD-fmk blockiert
werden konnte.

Es konnte auRerdem nachgewiesen werden, dass die Poly I:C/CHX-vermittelte Apoptose in
den Melanomzellen tatsachlich Gber die Stimulierung des TLR3-Rezeptors erfolgt. Der
aufgetretene apoptotische Zelltod war namlich mit Bafilomycin-A, dem Inhibitor der
Endosomenreifung in der Zelle, blockierbar (Weber et al. 2010).

Da die Versuche mit HaCaTs eine Spaltung von Caspase-8 nach der Stimulation mit Poly I:C
gezeigt haben (Weber et al. 2010), wurde auch in den Melanomzellen die Bedeutung dieser
Protease untersucht. Dazu wurde zuerst die Caspase-8 mittels RNAIi herunterreguliert und

die Zellen mit der Kombination aus Poly I:C und CHX stimuliert. Nach 24 h wurde die durch
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Poly I:C/CHX-induzierte Apoptose ermittelt. Die Effizienz des Knock-downs wurde mittels der

Western Blot Analyse Uberpruft (siehe Abbildung 17).
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Abbildung 15: Apoptoseinduktion in Melanomzellen durch den kombinierten Einsatz von Poly I:C und
Cycloheximid.

Die Zellen wurden fiir 24 h mit dem Ethanol als negativ Kontrolle (-), 2,5 pg/ml Cycloheximid (CHX), 50 ug/ml
Poly I:C (pIC) bzw. deren Kombination mit oder ohne 50 uM zVAD-fmk (zVAD) stimuliert. Die induzierte Apoptose
wurde als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im Durchflusszytometer gemessen. Cycloheximid und
zVAD wurden jeweils 2,5 h vor der weiteren Stimulation zugegeben. Die Daten zeigen den Mittelwert und den
Standardfehler von mindestens 3 unabhangigen Experimenten bzw. 2 unabhangigen Experimenten fir zVAD-

vorstimulierten Zellen. * P < 0,05 im Vergleich zur Einzelstimulation mit CHX oder Poly I:C.

Die Zellen, welche mit Kontroll-siRNA transfiziert wurden, zeigten ein &hnliches
apoptotisches Muster nach der Stimulation mit Poly I:C und Cycloheximid, wie es bereits in
der Abbildung 15 zu sehen war. In den Zellen dagegen, in welchen die Caspase-8
herunterreguliert war, wurde ein signifikant verringerter Anstieg des apoptotischen Zelltodes
beobachtet (Abbildung 16). Die einzige Ausnahme hier war die Zelllinie 1205Lu, die zwar
eine gute Herunterregulation von Caspase-8 auf der Proteinebene aufwies (Abbildung 17),
die durchflusszytometrische Analyse aber keine geringere Apoptose nach der Stimulation mit
Poly I:C/CHX bei den siCasp-8-Zellen gezeigt hat.
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Abbildung 16: Apoptoseinduktion in Melanomzellen durch Poly l:C und Cycloheximid nach dem
transienten Knock-down von Caspase-8.

Die Zellen wurden mit der Kontroll-siRNA (siKontrolle) oder siRNA gegen Caspase-8 (siCaspase-8) transient
transfiziert. Nach 48 h wurden die Zellen fur die nachsten 24 h mit Ethanol (-) oder 50 pg/ml Poly I:C und
2,5 yg/ml CHX stimuliert. Die induzierte Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im
Durchflusszytometer gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3
unabhangigen Experimenten. * P < 0,05 im Vergleich zur Kombinationsstimulation mit CHX und Poly I:C nach der
Kontroll-siRNA.
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Abbildung 17: Die Effizienz des Caspase-8 Knock-downs in Melanomzellen mittels siRNA.
Die Gesamtzellextrakte wurden nach 48-stiindiger Transfektion mit der angebenden siRNA gewonnen, via SDS-
PAGE aufgetrennt und Caspase-8 schliefdlich mittels Western Blot detektiert. Tubulin und GAPDH dienten als

Ladekontrolle.

Nachdem die oben beschriebenen Experimente gezeigt haben, dass Caspase-8 eine
wichtige Rolle bei der Poly |:C/CHX-induzierten Apoptose spielen kénnte, wurde dies auf der
Proteinebene untersucht. Dazu wurden drei Melanomzelllinien mit CHX vorstimuliert und
dann mit Poly I:C behandelt oder nur mit CHX stimuliert. Nach verschiedenen Zeitpunkten
wurden Gesamtzellextrakte aus den stimulierten Zellen gewonnen und mittels SDS-PAGE
aufgetrennt. Danach wurden die Proben auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen und die
Caspase-8 sowie ihr Inhibitor FLIP mittels Western Blot visualisiert (Abbildung 18).

Es konnte eine klare Spaltung und somit eine Aktivierung der Caspase-8 nach einer 6-

stiindigen Poly I:C/CHX-Stimulation und eine weniger erkennbare Spaltung nach einer 2-
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stiindigen Poly I:C/CHX-Behandlung nachgewiesen werden. Dabei wurden die Spalt-
Fragmente mit 41 kDa und 43 kDa Grof3e sichtbar. Das kleinere Spaltprodukt der Caspase-8
mit 18 kDa war allerdings nur bei der Zelllinie Sbcl2 deutlich zu erkennen. Die Behandlung
mit CHX alleine hatte keinen Einfluss auf die Spaltung von Caspase-8. Auflerdem konnte
keine wesentliche Anderung der Proteinmenge des Caspase-8-Inhibitors FLIP nach der
Stimulierung mit Poly I:C und CHX festgestellt werden.
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Abbildung 18: Einfluss der Stimulation mit Poly I:C und Cycloheximid auf die Proteinexpression der
Caspase-8 und deren Inhibitor FLIP in Melanomzellen.

Die Zellen wurden mit Ethanol (Kontrolle) oder 50 ug/ml Poly I:C (pIC) fur jeweils 2 h und 6 h stimuliert und
2,5 pg/ml Cycloheximid (CHX) wurde 1,5 h vorher dazugegeben. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via
SDS-PAGE aufgetrennt und Caspase-8 oder FLIP schlieBlich mittels Western Blot detektiert. Tubulin diente als

Ladekontrolle.

Wie bereits durch die oben beschriebenen Experimente gezeigt wurde, kann Poly I:C nur
dann den apoptotischen Zelltod in den Melanomzellen auslésen, wenn die
Proteinbiosynthese blockiert ist. CHX musste in dem Fall die Translation von einem Molekdl
(wahrscheinlich einem Inhibitor) verhindern, welches normalerweise die Poly |:C-vermittelte
Apoptose in den Melanomzellen blockiert. Die zusatzliche Tatsache, dass die Caspase-8 fiir
die Poly I:C/CHX-induzierte Apoptose von Bedeutung ist, lasst vermuten, dass die Proteine
aus der |AP(inhibitor of apoptosis proteins)-Familie hier eine entscheidende Rolle spielen
kénnten. Es wurde berichtet, dass die Aktivierung des Caspase-8-haltigen Proteinkomplexes
nach der Stimulation vom TNFR1 durch die zellularen IAPs (clAP1 und clAP2) negativ
reguliert werden kann (Wang et al. 1998; Petersen et al. 2007; Varfolomeev et al. 2007,
Vince et al. 2007). Der Beitrag der IAPs zu der Poly I:C/CHX-induzierten Apoptose wurde
demzufolge Uberpruft.

Drei Melanomzelllinien wurden mit CHX flir zwei verschiedene Zeitpunkte stimuliert und die

danach gewonnenen Gesamtzellextrakte mittels SDS-PAGE auf dem Polyacrylamidgel
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aufgetrennt. Dann wurden die Proben auf eine Nitrozellulosemembran tbertragen und clAP1
sowie XIAP mittels Western Blot detektiert (Abbildung 19).

Die Western Blot Analyse hat gezeigt, dass CHX eine klare Reduktion des Proteins clAP1 in
451Lu und WM35 Zelllinien bewirkt. In den 1205Lu Zellen war die Abnahme des
Proteinspiegels von clAP1 dagegen eher mafRig. In allen drei Zelllinien konnte keine

deutliche Anderung der Proteinmenge von XIAP festgestellt werden.
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Abbildung 19: Einfluss der Inhibition der Proteinbiosynthese durch Cycloheximid auf die
Proteinexpression der IAPs in Melanomzellen.

Die Zellen wurden mit Ethanol (-) oder 2,5 ug/ml Cycloheximid (CHX) fiir die angegebenen Zeiten stimuliert. Die
gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und clAP1 oder XIAP schlief3lich mittels
Western Blot detektiert. GAPDH diente als Ladekontrolle.

3.2.2 Stimulation der Melanomzellen mit der Kombination von Poly I:C
und Smac-Mimetikum LBW242

Die IAPs kdonnen den apoptotischen Zelltod der Zelle blockieren und sind haufig in den
Tumoren Uberexprimiert (Salvesen und Duckett 2002; Srinivasula und Ashwell 2008). Sie
kénnen durch die Verwendung von IAP-Inhibitoren, auch Smac-Mimetika genannt (da sie auf
der Fahigkeit des Molekuls Smac/DIABLO, die IAPs zu binden, basieren), blockiert werden.
Um die Rolle der IAPs bei der Hemmung der Poly I:C-induzierten Apoptose in den
Melanomzellen zu bestatigen, wurde ein Smac-Mimetikum LBW242 verwendet.

Die apoptotische Fahigkeit von LBW242 alleine und in Kombination mit Poly I:C wurde in
allen vier Melanomzelllinien untersucht. Die Zellen wurden mit Poly I:C alleine, mit zwei
Konzentrationen von LBW242 sowie mit mehreren Konzentrationen von LBW242 in
Kombination mit Poly I:C fur 72 h stimuliert. Die resultierte Apoptose wurde als der
prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im Durchflusszytometer gemessen (Abbildung 20,
Zusammenstellung des Experiments mit ausgewahlten Konzentrationen in Abbildung 21).
Aus der Einzelstimulation aller Zelllinien mit LBW242 resultierte eine eher malige Apoptose.
Die einzige Ausnahme war die Zelllinie WMS35, welche nach einer Behandlung mit der
hochsten LBW242-Konzentration von 50 yM, ca. 55 % der Pl-positiven Zellen aufwies. Nach

einer 72-stundigen Behandlung mit Poly I:C alleine, konnte man (ahnlich wie bei LBW242)
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eine geringe Apoptose von hdchstens ca. 30 % beobachten. Eine Ausnahme war auch hier
zu sehen: ca. 55 % der Sbcl2-Zellen waren nach der Einzelstimulation mit Poly I:C PI-positiv
(Abbildung 20 und Abbildung 21).
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Abbildung 20: Apoptoseinduktion in Melanomzelllinien durch den kombinierten Einsatz von Poly I:C und
LBW242.

Die Zellen wurden fir 72 h mit DMSO (Kontrolle), 50 pg/ml Poly I:C, angegebenen Konzentrationen von LBW242
mit und ohne Poly I:.C stimuliert. Zusatzlich wurde bei allen Zelllinien 50 uM zVAD-fmk (zVAD) zu der
Kombinationsstimulierung mit 50 pg/ml und 10 yM LBW242 zugegeben. Die Zelllinie Sbcl2 wurde zuséatzlich bei
Poly I:C alleine und die WM35 bei 50 uM LBW mit zVAD-fmk vorbehandelt. Die induzierte Apoptose wurde als
der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im Durchflusszytometer gemessen. zZVAD wurde mindestens 30 min
vor der weiteren Stimulation zugegeben. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens
3 unabhéangigen Experimenten. Zwei Experimente wurden im Fall von den zVAD-vorstimulierten und LBW242-
einzelbehandelten Zellen durchgefiihrt und ein Experiment bei 1205Lu und 451Lu Zellen mit LBW242 alleine

(daher keine Fehlerbalken vorhanden). * P < 0,03, ** P < 0,006 im Vergleich zur Einzelstimulation mit Poly I:C.

Ein synergistischer Anstieg der Apoptose war dagegen in allen Melanomzelllinien nach der
Kombinationsbehandlung mit LBW242 und Poly I:C zu sehen. Fr die Zelllinien WM35 und
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Sbcl2 war sogar bereits ab der LBW242-Konzentration von 100 nM eine signifikante
Steigung der apoptotischen Ereignisse nachweisbar. Die héheren Konzentrationen von
LBW242 in Kombination mit Poly I:C resultierten bei den Zelllinien WM35 und Sbcl2 in einer
sehr hohen Zelltodrate von tber 90 % (siehe Abbildung 20 und Abbildung 21).

Die metastatischen Zelllinien 1205Lu und besonders 451Lu waren viel resistenter gegen die
Kombinationsbehandlung mit Poly IC und LBW242. Dennoch war eine signifikante Erhéhung
der Apoptose ab der LBW242-Konzentration von 1 mM zu erkennen. Uber 40 % der 451Lu-
Zellen und Uber 50 % der 1205Lu-Zellen waren Pl-positiv nach der Kombinationsstimulation
mit den hdchsten LBW242-Konzentrationen (Abbildung 20 und Abbildung 21). Die
Stimulationsarten, welche die hdchsten Apoptoseraten hervorgerufen haben, waren mit dem
Caspasen-Inhibitor zVAD-fmk blockierbar. Dies weist darauf hin, dass der Zelltod in

Abhangigkeit von Caspasen eingetreten ist.
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Abbildung 21: Zusammenstellung der Apoptoseinduktion in Melanomzelllinien durch den kombinierten
Einsatz von Poly I:C und LBW242.

PI-positive Zellen (%)

Die Vorgehensweise wurde bereits in der Legende zur Abbildung 20 beschrieben. Die ausgewahlten
Standardkonzentrationen: 10 yM LBW242 und 50 ug/ml Poly I:C. * P < 0,03, ** P < 0,006 im Vergleich zur
Einzelstimulation mit Poly I:C.

Wie bereits demonstriert, sensibilisiert das Smac-Mimetikum LBW242 sonst resistente
Melanomzellen fir die Poly I:C-vermittelte Apoptose. Um die |IAP-bedingte Sensibilisierung
der Zellen fur Poly I:C zu Uberprifen, wurde ein Western Blot Experiment angesetzt. Dazu
wurden Melanomzellen fur verschiedene Zeitpunkte mit LBW242 stimuliert und die

Gesamtzellextrakte gewonnen. Die Proben wurden dann mittels SDS-PAGE aufgetrennt und
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die IAP-Proteine (clAP1, clAP2 und XIAP) schlief3lich mit Hilfe von der Western Blot Analyse
visualisiert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Einfluss der Stimulation mit dem Smac-Mimetikum LBW242 auf die Proteinexpression der
IAPs in Melanomzellen.

Die Zellen wurden mit DMSO (-) oder 10 yM LBW242 fir die angebenden Zeiten stimuliert. Die gewonnene
Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und clAP1, clAP2 oder XIAP schlie8lich mittels Western
Blot detektiert. GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Ergebnisse der Western Blot Analyse konnten in 2

unabhangigen Versuchen verifiziert werden.

Es wurden zwei Zeitpunkte, ein kirzerer (1 h) und ein langerer (24 h), fir alle vier
Melanomzelllinien ausgewahlt, um den moglichen Abbau der IAPs durch die Verwendung
von LBW242 zu verfolgen (Abbildung 22, links). Es konnte bei allen getesteten Zelllinien
schon nach einer relativ kurzen Zeit (1 h) das Verschwinden der clAP1-Bande beobachtet
werden. Uberraschenderweise sind die Proteinspiegel von clAP2 bei den Zelllinien 1205Lu
und 451Lu nach 24 h gestiegen und bei der Zelllinie WM35 erst gesunken (1 h) und dann
wieder gestiegen (24 h). Bei der Zelllinie Sbcl2, welche von Anfang an eine relativ hohe
clAP2-Proteinmenge aufwies, hat sich die Intensitat der Bande die ganze Zeit Uber kaum
geandert. Alle Melanomzelllinien zeigten eine hohe Expression von XIAP, die auch nach der
Behandlung mit LBW242 gleich geblieben ist.

Um die wichtige Rolle von clAP1 und dessen Abbau durch LBW242 auf der zellularen Ebene
zu untersuchen, wurde bei der Zelllinie WM35 das Protein transient herunterreguliert und die
Zellen mit Poly I:C behandelt. Dafur waren die Zellen fur 24 h der Kontroll- und der clAP1-
siRNA ausgesetzt. Anschliellend wurden dann die Zellen fur die weiteren 72 h mit Poly I:C
stimuliert. In Anwesenheit von clAP1 (die Effizienz des Knock-downs ist in der Abbildung 23
rechts zu sehen) hat die Behandlung mit Poly I:C im Vergleich zu den unstimulierten Zellen
zu keinem Anstieg der Apoptose gefihrt. Die Senkung des Proteinspiegels von clAP1
resultierte dagegen in einer signifikanten Erhdhung des apoptotischen Zelltodes nach der
Poly I:C-Stimulation (Abbildung 23, links).
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Abbildung 23: Zunahme der Poly I:C-induzierten Apoptose in WM35 Zellen durch den transienten Knock-
down von clAP1.

Die Zellen wurden mit der Kontroll-siRNA (siKontr) oder siRNA gegen clAP1 (siclAP1) transient transfiziert. Nach
48 h wurden die Zellen flr die nachsten 72 h mit DMSO (Kontrolle) und 50 pg/ml Poly I:C stimuliert. Die induzierte
Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im Durchflusszytometer gemessen. Die Daten
zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3 unabhangigen Experimenten. * P < 0,02 im
Vergleich zur Stimulation mit Poly I:C nach der Kontroll-siRNA. Die Western Blot Analyse (rechts) zeigt die

Effizienz des Knock-downs 48 h nach der Transfektion mit der siRNA. Tubulin diente als Ladekontrolle.

Wie bereits beobachtet, kann Poly I:C zusammen mit dem Smac-Mimetikum LBW242
Apoptose in Melanomzellen ausldsen (Abbildung 20 und Abbildung 21). Die Sensibilisierung
der Zellen fur Poly I:C durch die Verwendung von LBW242 hangt mit der Fahigkeit des
Mimetikums zusammen, das clAP1 in der Zelle abzubauen (Abbildung 22). Fir die
Uberpriifung, ob diese Apoptose, dhnlich wie bei Poly I:C und CHX, lber die Caspase-8
erfolgt, wurden weitere Western Blot Experimente angesetzt. Dafur wurden die Zellen mit der
Kombination aus Poly I:C und LBW242 fur verschiedene Zeitpunkte stimuliert. Die danach
gewonnenen Proteinextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf eine Membran
Ubertragen. SchlieRBlich wurde die Spaltung von Caspase-8 und gleichzeitig die FLIP-
Expression mittels der Western Blot Analyse detektiert (Abbildung 24).

Nach der Kombinationsstimulation mit Poly I:C und LBW242 konnte mit Hilfe von Western
Blot eine Spaltung von Caspase-8 in allen Melanomzelllinien nachgewiesen werden. Man
konnte nicht nur das Spaltprodukt auf der Hohe von 41/43 kDa, sondern auch das kleinere
Spaltfragment bei 18 kDa beobachten. Am deutlichsten konnte die Spaltung der Caspase-8
in den Zelllinien Sbcl2 und WM35 nachgewiesen werden, am wenigsten war bei der Zelllinie
451Lu von der Spaltung zu sehen. Das Spaltfragment mit 18 kDa war bereits nach 6 h nur
bei der Zelllinie Sbcl2 deutlich zu erkennen. Die Spaltung der Caspase-8 war bei der Zelllinie
WMB35 auch gut zu erkennen, allerdings erst nach 16 h. Eine maRige und relativ spate (nach
24 h) Spaltung der Caspse-8 konnte dagegen bei der Zelllinie 1205Lu festgestellt werden
(Abbildung 24).
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Abbildung 24: Einfluss der Stimulation mit Poly I:C und LBW242 auf die Spaltung von Caspase-8 und die
Expression von FLIP in Melanomzellen.

Die Zellen wurden mit DMSO (Kontrolle) oder 10 uM LBW242 und 50 pg/ml Poly I:C fir die angebenden Zeiten
stimuliert. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und Caspase-8 oder FLIP.
schlieBlich mittels Western Blot detektiert. Tubulin diente als Ladekontrolle. Die Ergebnisse der Western Blot

Analyse konnten in 2 unabhangigen Versuchen verifiziert werden.

Gleichzeitig wurde auch die Expression von dem Caspse-8-Inhibitor FLIP Uberprift. Die
bedeutsame Anderung der Proteinmenge von FLIP nach der Poly I:C/LBW242-Stimulation
war allerdings nicht zu erkennen. Es war moglicherweise eine leichte Erhdhung der FLIP-

Proteinmenge Uber die Zeit in den Zelllinien 1205Lu und 451Lu zu sehen.
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Abbildung 25: Einfluss der Einzelstimulation mit Poly I:C oder LBW242 auf die Spaltung von Caspase-8 in
Melanomzellen.

Die Zellen wurden mit DMSO (Kontrolle) bzw. 10 uM LBW242 oder 50 ug/ml Poly I:C fir 24 h (WM35 und Sbcl2)
oder 48 h (1205Lu und 451Lu) stimuliert. Die gewonnenen Gesamizellextrakte wurden via SDS-PAGE

aufgetrennt und Caspase-8 schlieBlich mittels Western Blot detektiert. Tubulin diente als die Ladekontrolle.

Um sicherzustellen, dass die Spaltung der Caspase-8 nur bei der Poly [:C/LBW242-
Doppelbehandlung auftritt, wurden die Zellen mit Poly |:C bzw. LBW242 mono-behandelt und
die Proben gegen Caspase-8 gefarbt. Daflir wurden die Zellen mit Poly I:C bzw. LBW242 fiir
24 h und 48 h stimuliert, die Proteinextrakte auf dem SDS-Gel aufgetrennt und die Caspase-

8 mit dem geeigneten Antikdrper visualisiert (Abbildung 25). Es war tatsachlich keine
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Spaltung der Caspase-8 nach den Einzelstimulationen der vier Zelllinien zu sehen. Nach der
Stimulation mit Poly I:C konnte nur bei der Zelllinie Sbcl2 ein schwaches Signal von dem
grélReren Spaltprodukt mit 41/43 kDa erkannt werden. Das kleine Spaltfragment mit 18 kDa
war in keiner Spur sichtbar (Abbildung 25).

Um die essentielle Bedeutung von Caspase-8 bei der Poly |:C/LBW242-induzierten
Apoptose in dem zellularen Milieu zu bestatigen, wurde bei drei Melanomzelllinien mittels
siRNA die Caspase-8 transient herunterreguliert. 24 h nach der Transfektion wurden die
Zellen mit Poly I:C und LBW242 fir die weiteren 72 h stimuliert. Die resultierte Apoptose
wurde schlieRlich als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im Durchflusszytometer

gemessen (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Schutz vor Poly I:C/LBW242-induzierter Apoptose durch den transienten Knock-down von
Caspase-8 in Melanomzellen.

Die Zellen wurden mit der Kontroll-siRNA (siKontr) oder siRNA gegen Caspase-8 (siCasp8) transient transfiziert.
Nach 24 h wurden die Zellen fir die nachsten 72 h mit DMSO (Kontrolle) oder 50 pug/ml Poly I:C und 10 yM
LBW242 stimuliert. 50 yM zVAD-fmk wurde mindestens 30 min vor der Stimulation mit Poly [:C/LBW242
verwendet. Die induzierte Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im
Durchflusszytometer gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3
unabhangigen Experimenten. * P < 0,05 im Vergleich zur Kombinationsstimulation mit Poly I:C und LBW242 nach

der Transfektion mit der Kontroll-siRNA.

In den getesteten Zelllinien konnte die Poly I:C/LBW242-vermittelte Apoptose in
unterschiedlichem Ausmall gemessen werden. Die mit der Kontroll-siRNA transfizierten
1205Lu-Zellen waren zu ca. 30 %, die WM35 Zellen zu ca. 55 % und die Zelllinie Sbcl2 zu
uber 90% apoptotisch. Die Verringerung der mRNA von Caspase-8 fihrte in allen Zelllinien
zu einer signifikanten Reduktion der Apoptose nach der Kombinationsbehandlung mit
Poly I:C und LBW242 (Abbildung 26).
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Die zwei am meisten sensitiven Zelllinien WM35 und Sbcl2 wurden zusatzlich mit einem
anderen TLR3-Ligand mit und ohne LBW242 stimuliert, um den Signalweg tber TLR3 zu
bestatigen. Daflr wurden die Zellen mit jeweils Poly A:U und LBW242 alleine und mit der
Kombination aus Poly A:U und LBW242 fir 72 h stimuliert. Der prozentuale Anteil der PI-
positiven Zellen wurde im Durchflusszytometer gemessen (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Apoptoseinduktion in Melanomzellen durch den kombinierten Einsatz von Poly A:U und
LBW242.

Die Zellen wurden fir 72 h mit DMSO (Kontrolle), 50 ug/ml Poly A:U, 10 uM LBW242 und der Kombination
pAU/LBW242 stimuliert. Die induzierte Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im
Durchflusszytometer gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3

unabhangigen Experimenten.

Ahnlich wie bei der Behandlung mit Poly I:C und LBW242 (Abbildung 20 und Abbildung 21)
wurden nur wenige apoptotische Zellen (knapp Uber 10 %) nach der Einzelstimulation mit
Poly A:U bzw. LBW242 gemessen. Die Doppelkombination dagegen ergab einen
synergistischen Anstieg von Pl-positiven Zellen. Man konnte bei der Zelllinie WM35 Uber
30 % und bei den Sbcl2-Zellen sogar Uber 50 % apoptotische Ereignisse nachweisen
(Abbildung 27).

3.3 Apoptoseinduktion in Melanomzellen durch den kombinierten
Einsatz des MEK-Inhibitors UO126 und ABT-737

Der MAP-Kinasen-Signalweg ist in vielen Melanomzellen Uberaktiviert. Dies induziert das
Uberleben der transformierten Zellen. Der MEK-Inhibitor UO126 hemmt die Kinase MEK,
was folglich zur fehlenden Phosphorylierung von ihrer Target-Kinase ERK fihrt. Die ERK-
Inhibition kann u. a. die Bim-Akkumulierung und den proteasomalen Abbau von Mcl-1

bedeuten (s. Kapitel 1.1.5.2). Es wurde berichtet, dass die Melanomzelllinien, welche aus
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den primaren Tumoren gewonnen wurden, dem MEK-Inhibitor UO126 gegenuber sensitiv
sind. Fir die Auslésung der Apoptose in den aus den Metastasen entwickelten
Melanomzelllinien reicht das UO126 alleine dagegen nicht aus (Smalley et al. 2006). In einer
anderen Studie wurde behauptet, dass der UO126-vermittelte Zelltod von Melanomzellen
Caspasen-unabhangig, dafir AlF(apoptosis-inducing factor)-abhangig verlauft (Wang et al.
2007).

Hier wurde der pro-apoptotische Effekt der MAPK-Inhibition mit UO126 in den
Melanomzelllinien untersucht. Zusatzlich wurde die Kombination aus dem MEK-Inhibitor
UO126 und dem Bcl-2-Antagonist ABT-737 getestet. Die Auswirkung der UO126/ABT-737-
vermittelten Apoptose in den Melanomzellen auf die Expression der Proteine aus der Bcl-2-
Familie, insbesondere Noxa, Mcl-1 und Bim, wurde ebenfalls geprift. Die Inhibition der
Glykogen-Synthase Kinase 3 (GSK3) mit CT98014 sowie die Herunterregulation von der
Deubiquitinase USP9X sollten den UO126-induzierten Abbau von Mcl-1 aufklaren.
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Abbildung 28: Apoptoseinduktion in Melanomzellen durch den kombinierten Einsatz von UO126 mit ABT-
737 nach 24 h.

Die Zellen wurden fir 24 h mit DMSO als negativ Kontrolle (Kontrolle), 1 uM ABT-737 oder 10 pM UO126 bzw.
deren Kombination (UO + ABT) mit oder ohne 50 uM zVAD-fmk (zZVAD) stimuliert. Die induzierte Apoptose wurde
als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im Durchflusszytometer gemessen. ZVAD wurde Minimum
30 min vor der weiteren Stimulation zugegeben. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von
mindestens 3 unabhangigen Experimenten bzw. einem Experiment fiir zZVAD-vorstimulierten Zellen. * P < 0,05 im
Vergleich zur Einzelstimulation mit UO126 und ABT-737.
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Wie sich die Inhibition von MEK durch UO126 auf die Melanomzellen auswirkt, wurde in der
Abbildung 28 und der Abbildung 29 dargestellt. UO126 wurde alleine sowie zusammen mit
dem Bcl-2-Antagonist ABT-737 auf seine apoptogene Fahigkeiten in vier Melanomzelllinien
getestet. Dazu wurden die Zellen mit UO126 und ABT-737 alleine bzw. in der Kombination
aus dem MEK-Inhibitor und dem Bcl-2-Antagonist fir 24 h (Abbildung 28) und 48 h
(Abbildung 29) stimuliert. Die ausgeldste Apoptose wurde durch die Pl-Farbung mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen und konnte aulerdem mit dem Caspase-Inhibitor zZVAD-

fmk blockiert werden.
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Abbildung 29: Apoptoseinduktion in Melanomellen durch den kombinierten Einsatz von UO126 mit ABT-
737 nach 48 h.

Die Zellen wurden fiir 48 h mit DMSO als negativ Kontrolle (Kontrolle), 1 uM ABT-737 oder 10 uM UO126 bzw.
deren Kombination (UO + ABT) mit oder ohne 50 uM zVAD-fmk (zZVAD) stimuliert. Die induzierte Apoptose wurde
als der prozentuale Anteil der Pl-positiven Zellen im Durchflusszytometer gemessen. ZVAD wurde Minimum 30
min vor der weiteren Stimulation zugegeben. Die Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von
mindestens 3 unabhangigen Experimenten bzw. einem Experiment fiir zZVAD-vorstimulierten Zellen. * P < 0,05, **
P < 0,005 im Vergleich zur Einzelstimulation mit UO126 und ABT-737.

Die Behandlungen mit dem L&sungsmittel sowie UO126 und ABT-737 als EinzelAgenzien
hat nach 24 h in den Melanomzellen zu einer geringen Apoptoserate von maximal 14 %
gefuhrt. Daflir konnte in allen Zelllinien ein synergistischer Anstieg von toten Zellen nach der
UO126/ABT-737-Behandlung gemessen werden. In den metastatischen Zelllinien 1205Lu
und 451Lu erreichte die Apoptose entsprechend knapp UGber 30 % und fast 50 %. In den

Zelllinien Sbcl2 und WM35 waren nach der Kombinationsbehandlung ca. 20 % apoptotische
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Zellen nachweisbar. Bei den 451Lu Zellen war der synergistische Anstieg der Apoptose
schon nach 24 h auch signifikant (s. Abbildung 28). Nach 48 h dagegen konnte in allen
Melanomzelllinien nach der UO126/ABT-737-Behandlung eine signifikante Zunahme der
apoptotischen Zellen gemessen werden (s. Abbildung 29). Bei den Zelllinien 1205Lu, Sbcl2
sowie WM35 bewegte sich die Anzahl der toten Zellen zwischen 40 und fast 55 % und bei
den 451Lu-Zellen erreichte sie fast 90 %. Auch nach 48 h, also ahnlich wie bei der 24 h-
Behandlung, war die Induktion der Apoptose aller Zelllinien auf die Einzelbehandlung eher
moderat. Der durch die Kombinationsbehandlung hervorgerufene Zelltod war in allen Féllen
Caspase-abhangig, da der mit dem Caspase-Inhibitor zZVAD-fmk blockierbar war (s.
Abbildung 28 und Abbildung 29).

Wie die Daten in der Abbildung 28 und der Abbildung 29 zeigen, reicht die Hemmung des
MEK/ERK-Signaltransduktionsweges nicht aus, um in den Melanomzellen eine Apoptose
auszulésen. UO126 kann dennoch, wenn es zusammen mit ABT-737 eingesetzt wird,
Apoptose erfolgreich initiieren. Nachdem ABT-737 Mcl-1 nicht binden und somit
neutralisieren kann (Oltersdorf et al. 2005), wurde vermutet, dass UO126 die Mcl-1-
Neutralisation eventuell iGbernehmen kann. Deshalb wurden die WM35-Zellen mit UO126
alleine und mit der UO126/ABT-737-Kombination stimuliert. Die nach der Behandlung
gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden zuerst mittels SDS-PAGE aufgetrennt und dann mit
Hilfe von Western Blot auf die Anwesenheit der Proteine Mcl-1 und Noxa Uberprift (s.
Abbildung 30). Es konnte tatsachlich bestatigt werden, dass UO126 den Proteinspiegel von
Mcl-1 herunterreguliert. Zusatzlich wurde auch die Proteinmenge von Noxa durch die
Stimulierung mit dem MEK-Inhibitor verringert, wie in der Abbildung 30 dargestellt.
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Abbildung 30: Einfluss der Stimulation mit UO126 auf die Proteinexpression von Mcl-1 und Noxa in WM35
Melanomzellen.

Die Zellen wurden fir 6 h mit 10 uM UO126 bzw. dem L&sungsmittel DMSO (-) stimuliert. Die gewonnenen
Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und die Proteine Mcl-1 und Noxa mittels Western Blot

detektiert. Tubulin diente als Ladekontrolle.

Die Hemmung des MEK/ERK-Signaltransduktionsweges durch UO126 kann die
Proteinspiegel von Bim und Mcl-1 beeinflussen (s. Kapitel 1.1.5.2 und Abbildung 30).
Aulerdem wurde, nachdem Noxa unter Umstanden an der Regulation vom Mcl-1 beteiligt
sein kann (s. Kapitel 1.1.3.3) und eine Verbindung zwischen UO126 und dem Proteinspiegel

von Noxa in der Abbildung 30 nachgewiesen wurde, die Wichtigkeit von Bim oder Noxa auf
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dem Zellniveau geprift. Dazu wurden die bereits im Kapitel 3.1.2 beschriebenen stabilen
Knock-down(KD)-Zelllinien, welche die herunterregulierten mRNA-Spiegels von Bim und
Noxa aufweisen, verwendet. Die KD-Zellen wurden mit UO126, einem anderen MEK-
Inhibitor PD98059 alleine sowie in Kombination mit ABT-737 fur 6 h stimuliert. Die
ausgeloste Apoptose wurde durch die Farbung von Caspase-3-positiven Zellen mittels
Durchflusszytometrie nachgewiesen. Wie in der Abbildung 31 zu sehen ist, hat die
Lésungsmittel- und Einzelstimulation der Zelllinien, wie erwartet, nur zu einer geringen
Apoptoserate geflihrt. Darliber hinaus haben die beiden Kombinationsbehandlungen einen
lediglich geringen Anstieg der toten Zellen verursacht. Allerdings hat die Kombination von
UO126 und ABT-737 im Allgemeinen eine hdhere Anzahl von apoptotischen Zellen
hervorgerufen (12-18 %) als die gleichzeitige Behandlung mit PD98059 und ABT-737 (6-
8 %). Man konnte auflerdem eine Tendenz beobachten, dass die shBim- und shNoxa-Zellen
etwas resistenter auf die Kombinationsstimulationen im Vergleich zu den Kontrollzellen sind.
Nichtsdestotrotz war der Schutz vor der MEK-Inhibitor/ABT-737-induzierten Apoptose durch
den Knock-down von Bim und Noxa eher unwesentlich (von 18 % auf 12 bzw. 13 % bei
UO126/ABT-737 und von 8 % auf 6 bzw. 7 % bei PD98059/ABT-737).
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Abbildung 31: Apoptoseinduktion in 1205Lu Knock-down Melanomzellen durch den kombinierten Einsatz
von UO126 bzw. PD98059 mit ABT-737 nach 6 h.

Die Zellen wurden fur 6 h mit DMSO als negativ Kontrolle (Kontrolle), 1 uM ABT-737, 10 yM UO126 und 25 pM
PD98059 bzw. deren Kombinationen (UO + ABT bzw. PD + ABT) stimuliert. Die induzierte Apoptose wurde als
der prozentuale Anteil der Zellen mit der aktiven Form der Caspase-3 im Durchflusszytometer gemessen. Die

Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3 unabhangigen Experimenten.
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Abbildung 32: Apoptoseinduktion in Knock-down Melanomzellen durch den kombinierten Einsatz von
UO126 bzw. PD98059 mit ABT-737 nach 16 h.

Die Zellen wurden fur 16 h mit DMSO als negativ Kontrolle (Kontrolle), 1 yM ABT-737, 10 yM UO126 und 25 pM
PD98059 bzw. deren Kombinationen (UO + ABT bzw. PD + ABT) stimuliert. Die induzierte Apoptose wurde als
der prozentuale Anteil der Zellen mit der aktiven Form der Caspase-3 im Durchflusszytometer gemessen. Die
Daten zeigen den Mittelwert und den Standardfehler von mindestens 3 unabhangigen Experimenten. * P < 0,05

im Vergleich zur gleichen Stimulation der Kontrollzellen.

Aus diesem Grund wurde das gleiche Experiment nach einer langeren Stimulationszeit von
16 h durchgefuhrt. Wie die Abbildung 32 zeigt, ist nach 16 h im Allgemeinen eine erhdhte
Anzahl an Caspase-3-positiven Zellen im Vergleich zum 6 h-Zeitpunkt zu beobachten. In
dem Fall konnte der synergistische Anstieg der Apoptose nach der Stimulation mit MEK-
Inhibitoren und ABT-737 in den Kontrollzellen durch die Herunterregulation von Noxa zum
Teil gehemmt werden. Der Bim-Knock-down hat keinen signifikanten Schutz vor der
UO126/ABT-Behandlung gezeigt und verursachte sogar eine Erhéhung der Apoptose nach
der PD98059/ABT-Behandlung im Vergleich zu den Kontrollzellen.

Um den Schutz vor der Kombinationsstimulation in Abwesenheit von Noxa auf dem
Proteinniveau zu beobachten, wurden die KD-Zellen auf der gleichen Weise wie in der
Abbildung 31 und der Abbildung 32 stimuliert. Die nach 16h gewonnenen
Gesamtzellextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe von Western Blot
analysiert. Wie in der Abbildung 33 dargestellt, wurden die Expressionsspiegel von ERK1/2,
Noxa und Mcl-1 sowie die Phosphorylierung von ERK1/2 untersucht (fir den Bim-Western
Blot in den 1205Lu-KD-Zellen nach der UO126-Stimulation s. Abbildung 41). Wie erwartet
war die Phosphorylierung von ERK1/2 nach der Stimulation mit den MEK-Inhibitoren
reduziert und in allen drei Zelllinien gleich ausgepragt. Die Reduktion der Phosphoform der
Kinasen (p-ERK1/2) war im Fall von UO126 starker als nach der Behandlung mit PD98059
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und nahezu vollstandig. Diese Herunterregulation von p-ERK1/2 war direkt proportional zu
der Abnahme des Proteinspiegels von Mcl-1 in allen Zelllinien. Somit war offenbar die
Degradation von Mcl-1 Bim sowie Noxa unabhangig, nachdem es annahernd gleichermalen
in den Kontroll- sowie den KD-Zellen zu sehen war. Gleichzeitig konnte die Abnahme des
Proteinspiegels von Noxa nach der MEK-Inhibitor-Stimulation in den Kontrollzellen und den
shBim-Zellen beobachtet werden. Der Einfluss von ABT-737 auf die Expression bzw.
Phosphorylierung der untersuchten Proteine war eher marginal. Eventuell war der Noxa-
Proteinspiegel nach der MEK-Inhibitor/ABT-737-Behandlung etwas hdher als nach der

Stimulation mit den MEK-Inhibitoren alleine.
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Abbildung 33: Einfluss der Stimulation der KD-Melanomzellen mit UO126, PD98059 und ABT-737 auf die
Expression von Mcl-1 und Noxa sowie Phosphorylierung von ERK.

Die Zellen wurden mit DMSO (Kontrolle), 1 yM ABT-737, 10 yM UO126 und 25 pM PD98059 oder deren
Kombinationen (UO + ABT bzw. PD + ABT) fir 16 h stimuliert. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via
SDS-PAGE aufgetrennt und die gewilinschten Proteine mittels Western Blot detektiert. Tubulin diente als
Ladekontrolle. Alle Banden sind auf demselben Gel gelaufen; die Trennlinie dient nur zur besseren Orientierung.

Die Abbildung zeigt eine reprasentative Membran aus zwei durchgefiihrten Experimenten.

Interessanterweise erfolgte der UO126-vermittelte Mcl-1-Abbau unabhangig von Noxa. Um
diese Tatsache genauer zu untersuchen, wurden die Kontrollzellen und Noxa-KD-Zellen
unterschiedlich lang mit UO126 stimuliert (s. Abbildung 34). Die zu verschiedenen
Zeitpunkten geernteten Gesamtzellextrakte wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und auf
die Anwesenheit der angegebenen Proteine mit Hilfe von Western Blot untersucht. Bereits
nach 1h war ERK1/2 in Anwesenheit von UO126 in beiden Zelllinien vollstandig
dephosphoryliert. 3 h nach der Stimulation war auch die Mcl-1-Degradation zu beobachten.
Die Herunterregulation von Noxa erfolgte in den Kontrollzellen ebenfalls nach 3 h also

zeitgleich mit Mcl-1.
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Abbildung 34: Einfluss der Stimulation der Kontrollzellen und shNoxa-Zellen mit UO126 auf die
Expression von Mcl-1 und Noxa sowie Phosphorylierung von ERK.

Die Zellen wurden mit DMSO (Kontr) bzw. 10 yM UO126 fir 1 h, 3 h und 6 h stimuliert. Die gewonnenen
Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und die gewiinschten Proteine mittels Western Blot
detektiert. Tubulin diente als Ladekontrolle. Alle Banden sind auf demselben Gel gelaufen; die Trennlinie dient nur

zur besseren Orientierung.

Um den Abbau von Mcl-1 Uber eine langere Zeit zu verfolgen wurden die Kontrollzellen
zusatzlich fir 16 h mit UO126 stimuliert (genauso lang wie bei der durchflusszytometrischen
Untersuchung, die in der Abbildung 32 dargestellt ist). Die entstandenen Gesamtzellextrakte
wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt und mit Hilfe von Western Blot auf die Mcl-1-
Proteinspiegel analysiert. Es wurde festgestellt, dass der nach 3 und 6 h erkennbare Mcl-1-

Abbau nach 16 h gehemmt wird, und dabei steigt die Mcl-1-Expression wieder an.
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Abbildung 35: Einfluss der Stimulation der Kontrollzellen mit UO126 auf den Mcl-1-Abbau im Zeitablauf.
Die Kontrollzellen wurden flr die angegebenen Zeiten mit 10 yM UO126 bzw. mit dem L&ésungsmittel DMSO
(Kontr) stimuliert. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und das Mcl-1 mittels

Western Blot detektiert. Tubulin diente als Ladekontrolle.

Nachdem die Degradation von Mcl-1 oft durch den proteasomalen Abbau erfolgt (Nijhawan
et al. 2003; Zhong et al. 2005), wurde dieser Zusammenhang untersucht. Wie in der
Abbildung 36 dargestellt ist, wurden dazu die Kontroll- sowie KD-Zellen mit UO126 bzw.
UO126/ABT-737 behandelt und zusatzlich zum Teil mit dem Proteasom-Inhibitor MG132
vorstimuliert. In allen getesteten Zelllinien konnte der UO126-vermittelte Mcl-1-Abbau durch

das MG132 verhindert werden. Das Western-Blot-Signal von Noxa war in diesem
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Experiment ohne MG132 kaum zu erkennen und erst nach der Vorbehandlung mit dem
Proteasom-Inhibitor sichtbar geworden (ausgenommen in den shNoxa-Zellen).

Nachdem die UO126-initiierte Degradation von Mcl-1 in den Melanomzellen Uber das
Proteasom erfolgt, stellte sich die Frage wie dieser MEK-Inhibitor den Mcl-1-Abbau ausldst.
Es wurde beschrieben, dass die Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3) durch die
Phosphorylierung von Mcl-1 (und folglich dessen Ubiquitinierung und proteasomaler Abbau)
die Apoptose in den IL-3-abhdngigen Zellen auslésen kann. In diesem Fall kann die
Aufrechthaltung des Mcl-1-Proteinspiegels und somit die Hemmung des apoptotischen
Zelltodes durch die Blockierung von GSK3 erfolgen (Maurer et al. 2006).
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Abbildung 36: Die Proteinspiegel von Mcl-1 und Noxa nach der Hemmung des Proteasoms mit MG132 in
den Knock-down Melanomzellen vor der Stimulation mit UO126 alleine und UO126 mit ABT-737.

Die Zellen wurden mit DMSO (Kontrolle) bzw. 10 uM UO126 mit und ohne 1 yM ABT-737 (UO + ABT bzw. UO)
fur 3,5 h stimuliert. Die Blockierung des Proteasoms mit 40 uM MG132 erfolgte 30 min vor der Zugabe von
UO126 bzw. UO126/ABT-737. Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und die

gewulnschten Proteine mittels Western Blot detektiert. Tubulin diente als Ladekontrolle.

Demzufolge wurde untersucht, ob sich die UO126/ABT-737-vermittelte Apoptose auch in
diesem Fall durch die Inhibierung von GSK3 aufhalten lasst. Die vier Melanomzelllinien
1205Lu, 451Lu, Sbcl2 sowie WM35 wurden dazu mit UO126/ABT-737 fur 24 h behandelt.
Zusatzlich wurde ein Teil der Zellen mit dem GSK3-Inhibitor CT98014 fur 16 h vorstimuliert.
Wie in der Abbildung 37 gezeigt, wurden die apoptotischen Zellen durch die Farbung von der
aktiven Caspase-3 bestimmt und dann mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen.

Die Stimulation mit dem Lésungsmittel, dem MEK-Inhibitor UO126 und dem GSK3-Inhibitor
CT98014 sowie mit der Kombination UO126/CT98014 flhrte in allen Zelllinien zu einer sehr
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geringen Apoptose von hdéchstens 5 %. Fur 1205Lu- und 451Lu-Zellen konnte nach 24 h
eine Zelltodrate von knapp uber 30 % und fast 50 % gemessen werden. Die Zelllinien WM35
und Sbcl2 wiesen nur eine kleine Caspase-3-positive Zellpopulation (von knapp 10 %) nach
der Stimulation mit UO126/ABT-737 auf. Uberraschenderweise potenzierte die CT98014-
Vorstimulation den UO126/ABT-737-vermittelten apoptotischen Zelltod anstelle diesen zu
inhibieren. In den Zelllinien 1205Lu und 451Lu ist die Apoptose nach der CT98014-
Vorstimulation um (dber 35% bzw. fast 30 % gestiegen im Vergleich zu der
Kombinationsbehandlung mit UO126/ABT-737. In den Zelllinien WM35 und Sbcl2, welche in
viel kleinerem Ausmal} auf die UO126/ABT-737-Stimulation reagiert haben, war der Anstieg
der Caspase-3-positiven Population noch starker. Es konnte eine Zunahme der Apoptose
von fast 60 % bei den WM35-Zellen bzw. von knapp Uber 45 % bei den Sbcl2-Zellen
gemessen werden. Somit wurde bei keiner der untersuchten Zelllinien durch die
Vorstimulation mit dem GSK3-Inhibitor CT98014 ein Schutz vor der UO126/ABT-737-
initiierten Apoptose nachgewiesen. Darutber hinaus hat bereits die Kombination aus
CT98014 und ABT-737 bei drei Zelllinien eine ziemlich hohe Zelltodrate hervorgerufen. Nach
der CT98014/ABT-737-Behandlung starben die metastatischen Zelllinien 1205Lu und 451Lu
zu ca. 50 % und die Sbcl2-Zellen zu fast 35 %. Die WM35-Zellen waren der CT98014/ABT-
737-Stimulation gegenuber jedoch ziemlich resistent, sodass eine geringe Apoptose von ca.
13 % festzustellen war.

Der Einfluss der moglichen Kombinationen aus UO126, ABT-737 sowie CT98014 auf die
Melanomzellen wurde am Beispiel der 1205Lu-Zelllinie zusatzlich auf der Proteinebene
angeschaut. Dazu wurden die 1205Lu-Zellen mit Lésungsmittel, UO126 und UO126/ABT-
737 zum Teil mit der 16-stiindigen CT98014-Vorbehandlung (wie in der Abbildung 38
dargestellt ist) fir 6 h stimuliert. Die nach der Stimulation gewonnenen Gesamtzellextrakte
wurden mittels Western Blot auf die Anwesenheit der Proteine Mcl-1, Bimg. und Noxa
getestet.

Wie im Fall von den KD-Zellen (Abbildung 33 bis Abbildung 36), ist auch in den 1205Lu-
Zellen durch die Wirkung von UO126 der Mcl-1- und Noxa-Proteinspiegel gesunken. Auch
hat die zusatzliche Anwesenheit von ABT-737 diese Reduzierung nicht verandert.
Aulerdem, wie erwartet, stieg durch die Inhibition von MEK mit UO126 der Bim-
Proteinspiegel. CT98014 hat dagegen die Expressionsspiegels von Mcl-1 und Noxa erhoht,
welche in der zusatzlichen Anwesenheit von UO126 bzw. UO126 und ABT-737 zum Teil
wieder zuriickgegangen sind. Auf den Proteinspiegel von Bim hat CT98014 jedoch keinen
Einfluss (s. Abbildung 38).

Um die Anderungen in der Proteinexpression von Mcl-1 und Noxa nach der CT98014-

Stimulation zu verfolgen, wurden folgende Kinetik-Experimente angesetzt. Die 1205Lu-Zellen
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wurden flr verschiedene Zeiten mit CT98014 stimuliert und die erhaltenen

Gesamtzellextrakte auf den Mcl-1- und Noxa-Proteingehalt mittels Western Blot Gberprift.
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Abbildung 37: Die Apoptose der WT Melanomzellen induziert durch die Stimulation mit UO126, ABT-737
und CT98014.

Die Zellen wurden teilweise zuerst fiir 16 h mit 0,75 yM CT98014 (CT) vorstimuliert und dann mit 1 yM ABT-737
(ABT) und 10 uM UO126 (UO) bzw. deren Kombination fur weitere 24 h stimuliert. Die Behandlung mit DMSO
diente als Negativkontrolle (Kontrolle). Die induzierte Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Zellen mit
der aktiven Form der Caspase-3 im Durchflusszytometer gemessen. Die Daten zeigen den Mittelwert und den
Standardfehler von mindestens 3 unabhangigen Experimenten. Die Stimulation mit UO126 und ABT-737 (UO +

ABT) zeigt ein Mittelwert aus zwei Experimenten.
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Abbildung 38: Einfluss der Stimulation mit UO126, ABT-737 und CT98014 auf die Expression der Proteine
aus der Bcl-2-Familie.

Die 1205Lu Melanomzellen wurden teilweise zuerst fir 16 h mit 0,75 uM CT98014 (CT) vorstimuliert und dann mit
1 uM ABT-737 (ABT) und 10 uM UO126 (UO) bzw. deren Kombination fir weitere 6 h stimuliert. Die Behandlung
mit DMSO diente als Negativkontrolle (Kontrolle). Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE
aufgetrennt und die gewtlinschten Proteine mittels Western Blot detektiert. Als Ladekontrolle wurde Tubulin

verwendet. Die Abbildung zeigt eine reprasentative Membran aus zwei durchgefiihrten Experimenten.
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Wie in der Abbildung 39 dargestellt, konnte eine rasche Erhéhung (schon nach 3 h bzw. 6 h)
des Proteinspiegels von Mcl-1 beobachtet werden. Nach 16 h konnte allerdings eine
Abnahme des Mcl-1-Proteinniveaus beobachtet werden. Gleichzeitig wurde eine Zunahme

des Proteinspiegels von Noxa nachgewiesen (links im Bild deutlicher zu sehen).
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Abbildung 39: Einfluss der Stimulation mit CT98014 auf die Expression von Mcl-1 und Noxa im Zeitablauf.
Die 1205Lu Melanomzellen wurden fur angegebene Zeiten mit 0,75 pM CT98014 stimuliert. Die Behandlung der
Zellen mit DMSO diente als Negativkontrolle (Kontr). Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via SDS-
PAGE aufgetrennt und die gewiinschten Proteine mittels Western Blot detektiert. Als Ladekontrolle wurde Tubulin
verwendet. Zur Verdeutlichung der Ergebnisse wurden Western Blot Membranen aus zwei verschiedenen

Experimenten dargestellt.

Zunachst sollte geprift werden, ob die Abwesenheit von Bim oder Noxa einen Einfluss auf
die UO126/ABT-737/CT98014-vermittelte Apoptose haben koénnte. Daflir wurden die
Kontroll- sowie shNoxa- und shBim-Zellen teilweise 16 h mit CT98014 vorstimuliert und dann
mit UO126, UO126/ABT-737 oder ABT-737, wie in der Abbildung 40 dargestellt, fir 24 h
behandelt. Die hervorgerufene Apoptose wurde mittels Durchflusszytometrie nachgewiesen,
indem der Anteil der Caspase-3- (oben im Bild) bzw. Pl-positiven Zellen (unten im Bild)
bestimmt wurde.

Die Messung der aktiven Caspase-3 (oben im Bild) ergab, dass die shBim- und shNoxa-
Zellen eine leichte Reduktion der Apoptose (von Uber 40 % auf ca. 30 %) nach der
UO126/ABT-737-Behandlung im Vergleich zu den Kontrollzellen aufweisen. Wie bereits fur
die WT-Zellen beobachtet (Abbildung 37), wurde auch im Fall der KD-Zellen die
Apoptoserate nach der Vorstimulation mit CT98014 erhéht. Bei den Kontrollzellen machte
diese Zunahme nur 2 % aus, bei den shBim- und shNoxa-Zellen war sie etwas hdéher und
betrug 9 % bzw. 14 %. Die Behandlung mit CT98014 und ABT-737 filhrte ebenso zu einer
mafigen Apoptose und lag fur alle Zelllinien mit ca. 25 % ungefahr gleich.

Der Anteil der Pl-positiven Zellen (Abbildung 40, unten im Bild) lag im Allgemeinen fir fast
alle Stimulationsweisen héher als der Anteil der Caspase-3-positiven Zellen (Abbildung 40,
oben im Bild). Die durch UO126/ABT-737-hervorgerufene Apoptose betrug fiir die Kontroll-
und shBim-Zellen fast 50 % und fur shNoxa-Zellen knapp Uuber 30 %. Durch die
Vorstimulation mit CT98014 erhoéhte sich der UO126/ABT-737-vermittelte apoptotische
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Zelltod und machte fur die Kontroll- und shBim-Zellen ca. 75 % und fir die shNoxa ca. 65 %
der Gesamtpopulation aus. Die Behandlung mit CT98014 und ABT-737 flhrte zur relativ
hohen Apoptoserate von fast 70 % fur die Kontroll- und shBim-Zellen und nur knapp 30 % fur

die shNoxa-Zellen.
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Abbildung 40: Der apoptotische Zelltod der Knock-down Melanomzellen induziert durch die Stimulation
mit UO126, ABT-737 und CT98014.

Die Zellen wurden teilweise zuerst fiir 16 h mit 0,75 yM CT98014 (CT) vorstimuliert und dann mit 1 yM ABT-737
(ABT) und 10 uM UO126 (UO) bzw. deren Kombination fur weitere 24 h stimuliert. Die Behandlung mit DMSO
diente als Negativkontrolle (Kontrolle). Die induzierte Apoptose wurde als der prozentuale Anteil der Zellen mit
der aktiven Form der Caspase-3 (oben im Bild) oder als Anteil der Pl-positiven Zellen (unten im Bild) im

Durchflusszytometer gemessen. Die Daten zeigen die Werte aus einem Experiment.

Die Testung der Proteinexpression und -phosphorylierung nach der UO126/ABT-
737/CT98014-Behandlung ist in der Abbildung 41 dargestellt. Die KD-Melanomzelllinien
wurden dafir mit UO126, ABT-737 und CT98014, wie fir die Abbildung 41 bereits
beschrieben, stimuliert und die danach gewonnenen Gesamtzellextrakte mittels Western Blot
auf die Anwesenheit bzw. Phosphorylierung der erwdhnten Proteine Uberpruft.

In allen mit UO126 stimulierten Proben konnte eine eindeutige Dephosphorylierung von
ERK1/2 nachgewiesen werden. Die Inhibition von MEK hat au3erdem eine Akkumulierung
des Proteins Bimg_ bewirkt. Dies konnte deutlich in den Kontroll- sowie shNoxa-Zellen und
wie erwartet nur sehr schwach in den shBim-Zellen beobachtet werden. Die Abnahme des
Proteinspiegels von Noxa konnte wieder als Folge der MEK-Hemmung vor allem in den
Kontroll- sowie shBim-Zellen festgestellt werden. Die Stimulation mit CT98014 bewirkte

dagegen eine leichte Erhéhung des Noxa-Proteinniveaus, was vor allem in den shBim-Zellen
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deutlich zu sehen war. Der Proteinspiegel von Bimg_ hat sich in keiner der Zelllinien durch
die Behandlung mit CT98014 im Vergleich zu der jeweiligen Kontrolle verandert. Der Bimg, -
Proteinspiegel wurde durch die zusatzliche Anwesenheit von CT98014 nicht beeinflusst,
sondern wurde nur durch die UO126-Wirkung bestimmt. Die Noxa-Proteinniveaus wurden
dagegen im Allgemeinen in diesen Proben héher, in denen CT98014 zusatzlich an der
Stimulation beteiligt war. UO126 wirkte dem CT98014 entgegen und reduzierte mit seiner
Anwesenheit die Noxa-Proteinspiegel. Die Teilnahme von ABT-737 an den verschiedenen
Kombinationsbehandlungen scheint keinerlei Einfluss auf die in der Abbildung 41 getesteten
Proteine zu haben. Zusatzlich wurde der Proteingehalt von A1 geprift, da es fur die
Behandlung vor allem mit ABT-737 relevant sein kdnnte (ABT-737 bindet kein A1 (Oltersdorf
et al. 2005)). Es konnte allerdings keine bedeutsame Veranderung in dem A1-Proteinspiegel

nach der Stimulation mit den Agenzien festgestellt werden.
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Abbildung 41: Einfluss der Stimulation der Knock-down Melanomzellen mit UO126, ABT-737, CT98014
bzw. deren Kombination auf die Expression von Bimg., Noxa und A1 sowie Phosphorylierung von ERK.

Die Zellen wurden mit DMSO (Kontrolle), 1 uM ABT-737 (ABT), 10 uM UO126 (UO) oder 0,75 uM CT98014 (CT)
oder deren Kombinationen fiir 6 h stimuliert. CT98014 wurde immer 16 h vor der Behandlung mit UO126 oder
ABT-737 zugegeben Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und die

gewtlnschten Proteine mittels Western Blot detektiert. Tubulin diente als Ladekontrolle.

In den Kontrollzellen wurde auflerdem der Einfluss von UO126, ABT-737, CT98014 und
deren Kombinationen auf das Mcl1-Proteinniveau getestet. Wie es in der Abbildung 42 zu
sehen ist, konnte erneut die Herunterregulation von Mcl-1 in Anwesenheit von UO126
nachgewiesen werden. Die Mcl-1-Expression scheint nach der CT98014-Stimulation
unverandert zu sein, daflr aber ist diese ein wenig reduziert, sobald UO126 bzw.
UO126/ABT-737 zuséatzlich auf die Zellen wirken.
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Abbildung 42: Einfluss der Stimulation der shKontrollzellen mit UO0126, ABT-737 und CT98014 auf die Mcl-
1-Expression.

Die Zellen wurden mit DMSO (Kontrolle), 10 uM UO126 (UO), 1 uM ABT-737 (ABT) oder 0,75 uM CT98014 (CT)
oder deren Kombinationen fiir 6 h stimuliert. CT98014 wurde immer 16 h vor der Behandlung mit UO126 oder
ABT-737 zugegeben Die gewonnenen Gesamtzellextrakte wurden via SDS-PAGE aufgetrennt und die

gewunschten Proteine mittels Western Blot detektiert. Tubulin diente als Ladekontrolle.
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4 Diskussion

4.1 Die Kombination von Dacarbazin bzw. Fotemustin und ABT-737
fiihrt zu synergistischer Apoptoseinduktion in Melanomzellen

In dem ersten Teil der Arbeit wurde gezeigt, dass die Behandlung von vier Melanomzelllinien
mit zwei in der klinischen Therapie zugelassenen Zytostatika Dacarbazin und Fotemustin nur
zur geringen Apoptoseinduktion fihrt (Abbildung 9 und Abbildung 10). Eine gewisse
Ausnahme gab es bei den Zelllinien 1205Lu und Sbcl2, die nach einer langeren Stimulation
mit Fotemustin eine maRige Apoptoserate zeigten. Die Monobehandlung aller Zelllinien mit
dem Bcl-2-Antagonist ABT-737 flhrte ebenfalls zu keiner gravierenden Erhdéhung der
Apoptoserate. Eine simultane Verwendung der erwahnten Zytostatika und ABT-737 ergab
dagegen eine synergistische Erhdhung der Apoptose im Vergleich zur Monotherapie. Nach
einer kurzeren Kombinationstherapie war eine signifikante Zunahme der apoptotischen
Zellpopulation in den Zelllinien 1205Lu und WM35 zu beobachten (Abbildung 9). Daflr fuhrte
eine langere Stimulationsdauer mit Fotemustin bzw. Dacarbazin und ABT-737 zur Synergie
in der Apoptoseinduktion in allen Melanomzelllinien (Abbildung 10).

Diese Experimente belegen, dass die Melanomzellen wenig Sensitivitat fur die Behandlung
mit den zytotoxischen Agenzien aufweisen. Die Monotherapien mit Fotemustin bzw.
Dacarbazin brachten keinen grof3en Erfolg bzgl. der Apoptoseinduktion. Das Ergebnis deckt
sich mit den Daten aus zahlreichen klinischen Studien, welche das schlechte Ansprechen
der Melanompatienten auf die klassische Chemotherapie bestatigen (Buzaid 2002; Eigentler
et al. 2003; Tarhini und Agarwala 2006; Garbe et al. 2011). Zusatzlich stimmt der Befund,
dass die Melanomzellen auf die Monostimulation mit ABT-737 resistent waren, ebenfalls mit
friheren Beobachtungen Uberein (Miller et al. 2009). Der Befund, dass ABT-737 alleine
keine Apoptose ausldsen kann, ist nicht Uberraschend, da die hier verwendeten
Melanomzellen ein leicht detektierbares Expressionsniveau von Mcl-1 zeigen (Weber et al.
2009). Ein niedriger Mcl-1-Expressionsspiegel wurde in vielen Studien fur das positive
Ansprechen auf die ABT-737-Monotherapie verantwortlich gemacht (Oltersdorf et al. 2005;
Konopleva et al. 2006; van Delft et al. 2006; Okumura et al. 2008). Uber die Synergie
zwischen ABT-737 und verschiedenen anti-neoplastischen Agenzien wurde ebenfalls
mehrfach berichtet (Oltersdorf et al. 2005; Konopleva et al. 2006; Kuroda et al. 2006;
Chauhan et al. 2007; Kang et al. 2007; Kohl et al. 2007; Kuroda et al. 2007; Zall et al. 2010).
Nichtsdestotrotz wurde hier das erste Mal Uber die erfolgreiche Kombinationstherapie aus
dem Bcl-2-Antagonist ABT-737 und den klassischen Chemotherapeutika in Melanomzellen
berichtet.
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Daruber hinaus konnte gezeigt werden, dass das BH3-only Protein Noxa nach der
Stimulation mit Dacarbazin und teilweise (aber in kleinerem Ausmaf) mit Fotemustin
hochreguliert wird. In einer der zwei getesteten Zelllinien wurde aulerdem eine leicht
erhohte Bim-Expression nach der Behandlung mit Dacarbazin beobachtet (Abbildung 11). Es
ist keine allzu groRe Uberraschung, dass die BH3-only Proteine durch die Verwendung von
Dacarbazin und Fotemustin induziert werden, da eine Mehrheit der anti-neoplastischen
Agenzien die apoptotischen Signalwege in der Zelle indirekt aktiviert (diskutiert bspw. in
(Cory und Adams 2002; Cory et al. 2003)). Dacarbazin und Fotemustin sind beides DNA-
alkylierende Agenzien, die eine Schadigung des Erbmaterials verursachen (Passagne et al.
2003; Marchesi et al. 2007). DNA-Schaden koénnen zur Induktion des p53 Proteins und
dessen Targets fihren (Kaina et al. 2007). Damit lasst sich die beobachtete Hochregulation
von Noxa mdglicherweise erklaren.

Die Beobachtung, dass die WM35- und 1205Lu-Zellen schon nach der kirzeren Stimulation
mit Dacarbazin bzw. Fotemustin und ABT-737 eine deutliche Vermehrung der apoptotischen
Zellpopulation aufwiesen (Abbildung 9), lasst sich evtl. mit dem sonst niedrigen Noxa-
Expressionsspiegel der beiden Zelllinien erklaren (Weber et al. 2009). Der Befund, dass die
Zelllinie 451Lu auf die Mono- sowie Kombinationsbehandlungen reagiert (Abbildung 9 und
Abbildung 10), kénnte mdglicherweise mit der Mutation im p53-Gen im Zusammenhang
stehen (fur Mutationsstatus der Zelllinien s. Kapitel 2.1.1.2). Noxa ist ein p53-Zielgen (Oda et
al. 2000; Shibue et al. 2003) und da p53 in 451Lu mutiert ist, kdnnte die Noxa-Induktion in
dieser Zelllinie eventuell gestort sein. Das kdnnte nach der Stimulation dieser Zellen mit
Fotemustin der Fall sein. Die Hochregulation von Noxa nach der Fotemustin-Behandlung
zeigte sich in der Zelllinie 451Lu viel schwacher ausgepragt als bei den 1205Lu-Zellen
(Abbildung 11).

Die essentielle Rolle von Noxa in der Dacarbazin/ABT-737-induzierten Apoptose konnte
anhand der Knock-down Melanomzelllinien bestatigt werden (Abbildung 12). In der
Abwesenheit von Noxa konnte gegenuber der Antwort der Zellen mit Kontrollvektor eine
signifikante Reduktion der apoptotischen Zellpopulation nach einer Stimulierung mit
Dacarbazin, sowohl mit als auch ohne ABT-737, beobachtet werden. Die stabile
Herunterregulation von Bim hat nur bei der Monobehandlung mit Dacarbazin zum
bedeutsamen Abfall der Apoptoserate im Vergleich zu den Kontrollzellen gefihrt.

Der Fotemustin/ABT-737-induzierte apoptotische Zelltod konnte dagegen weder durch die
Abwesenheit von Bim noch von der von Noxa beeinflusst werden (Abbildung 13). Lediglich
bei einer sehr kurzen Stimulationsdauer scheint Noxa, jedoch nicht Bim erforderlich zu sein
(Abbildung 13, links). Nach der langeren Behandlungszeit war keines der Proteine fur die
Fotemustin/ABT-737-induzierte Apoptose notwendig (Abbildung 13, rechts). Fir den durch

Fotemustin-Monotherapie-induzierten apoptotischen Zelltod dagegen war mindestens eines
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der beiden BH3-only Proteine nétig: RNAi gegen entweder Bim oder Noxa reduzierte die
apoptotische Antwort signifikant.

Es konnte also ein Unterschied zwischen der Fotemustin- und der Dacarbazin-induzierten
Apoptose beobachtet werden. Fir die Sensibilisierung gegenuber ABT-737 ist der
Funktionsverlust von Mcl-1 erforderlich. Wahrend bei dem Dacarbazin-vermittelten
apoptotischen Zelltod hierflir Noxa notwendig ist, sind offenbar in der Fotemustin-induzierten
Apoptose weder Bim noch Noxa allein fur die Neutralisierung von Mcl-1 verantwortlich. In der
Abwesenheit von ABT-737 induzierte Fotemustin deutlich Apoptose in Melanomzellen, und
hierfir waren sowohl Bim als auch Noxa notwendig, da RNAi gegen eines der beiden
Proteine Apoptose klar verringert. Es scheint daher wahrscheinlich, dass beide Proteine an
der Apoptoseinduktion durch Fotemustin und ABT-737 beteiligt sind; moglicherweise wirde
RNAi gegen beide =zugleich diese Form der Apoptose inhibieren. Wahrend der
Kombinationsbehandlung mit ABT-737 und Dacarbazin ist Noxa notwendig, nicht jedoch
Bim. Es wurde auch friher berichtet, dass das hochregulierte Bim eher an die anti-
apoptotischen Bcl-2 bzw. Bcl-x, bindet als an Mcl-1 (Chen et al. 2009). Daruber hinaus ist die
Bim-vermittelte Apoptose nicht mit der Mcl-1-Degradation verbunden (Czabotar et al. 2007;
Lee et al. 2008). Auch unsere Arbeitsgruppe konnte eher eine Bindung von Mcl-1 an Noxa
als eine von Mcl-1 an Bim sowohl nach der Stimulation mit Dacarbazin als auch ohne
Behandlung durch die Immunoprazipitation nachweisen (nicht publizierte Daten).

Bei der Stimulation mit Fotemustin und ABT-737 war Noxa nur zu einem sehr frihen
Zeitpunkt unersetzbar. Eine Moglichkeit ist, dass Bim-Aktivitat durch die Behandlung mit
Fotemustin auf eine andere Weise als im Fall von Dacarbazin-Stimulation induziert wird.
Insbesondere ist es eine bislang nicht untersuchte Maglichkeit, dass Bim bei der Fotemustin-
Behandlung durch den Verlust anti-apoptotischer Bcl-2-Proteine und seine korrelierende
Freisetzung aktiviert wird. Im Fall der Fotemustin-Behandlung kénnte eine ,starke® Bim-
Aktivierung ausreichen, um Mcl-1 zu neutralisieren, so dass Noxa nicht notwendig ist (und
umgekehrt ebenso). Moglicherweise induziert Fotemustin zusatzlich noch andere BH3-only
Proteine, welche diese Aufgabe in Abwesenheit von Noxa Ubernehmen kénnen. In vitro
Studien zeigen, dass Bim, Bid und mdglicherweise noch Puma alle anti-apoptotischen
Proteine binden und somit neutralisieren kénnen (diskutiert bspw. in (Willis und Adams
2005)). Interessanterweise wird Bim nach der Stimulation mit Fotemustin zumindest nicht
deutlich induziert. Allerdings korreliert der hohe Proteinspiegel von Bim nicht immer mit einer
hohen Aktivitat des Proteins und es wurde auch von der Reduktion der Apoptose trotz Bim-
Hochregulation berichtet (Bauer et al. 2007). Die Proteinspiegel von Puma bleiben nach der
Stimulation mit Fotemustin eher unverandert. Es ware eventuell von Interesse zusatzlich

eine mogliche Hochregulation von Bid zu Uberprifen.
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Die Synergie von Noxa und ABT-737 in der Apoptoseinduktion von Melanomzellen konnte
auf der mitochondrialen Ebene nachvollzogen werden (Abbildung 14). Die Vorstimulation der
Zellen mit Fotemustin und Dacarbazin sensibilisierte Mitochondrien fur die ABT-737-
induzierte Freisetzung von Cytochrom c. Das Gleiche ist nach der simultanen Inkubation der
nicht-vorstimulierten permeabilisierten Melanomzellen mit der Kombination aus dem Noxa-
BH3-Peptid und ABT-737 bzw. Bad-BH3-Peptid geschehen.

Dieses Ergebnis kann mit dem Modell der Kooperation zwischen den schwacheren BH3-only
Proteinen erklart werden, die als selektive Binder fir die anti-apoptotischen Mitglieder
fungieren (s. Kapitel 1.1.3.2 und (Chen et al. 2005; Willis et al. 2005)). Die ,Displacement®
Theorie sagt hierbei, dass alle anti-apoptotischen Bcl-2-artigen Proteine durch die pro-
apoptotischen BH3-only Mitglieder neutralisiert werden missen, um eine erfolgreiche
Aktivierung der Effektoren Bax/Bak zu gewahrleisten. Nachdem die verwendeten
Chemotherapeutika Noxa hochregulieren, welches darauf die anti-apoptotischen Proteine
Mcl-1 und A1 bindet (Chen et al. 2005; Certo et al. 2006), kann ABT-737 demzufolge durch
die Neutralisation der anderen Bcl-2-artigen Mitglieder (Oltersdorf et al. 2005) zur Cytochrom
c-Freisetzung flhren. Folglich zeigen diese Experimente, dass die Vorstimulation mit
Dacarbazin bzw. Fotemustin den gleichen Effekt erzielen kann wie die Stimulation der
permeabilisierten Zellen mit dem Noxa-BH3-Peptid.

Frahere Befunde, wonach das Bim-BH3-Peptid aus unbehandelten, isolierten Mitochondrien
Cytochrom c freisetzen kann (Letai et al. 2002; Chen et al. 2005; Kuwana et al. 2005),
konnten hier bestatigt werden. Bereits die Inkubation der unbehandelten permeabilisierten
Zellen mit dem BH3-Peptid von Bim fihrte zur Zerstdrung der mitochondrialen
AulRenmembran. Eine ahnliche pro-apoptotische Kraft des BH3-Peptids vom Bim wurde
auch an Mitochondrien aus Mausleberzellen und Krallenfroscheiern gezeigt (Kuwana et al.
2005; Uren et al. 2007). Es soll hier jedoch erwadhnt werden, dass die im Cytochrom c-
Freisetzungsassay verwendenden BH3-Peptide der endogenen Gesamtlangeproteine nicht
ganz entsprechen. Es ist ebenfalls wesentlich, dass einige neuere Arbeiten darauf
hindeuten, dass die BH3-Domane nicht die einzige entscheidende Struktur von BH3-only
Proteinen ist (z. B. (Weber et al. 2007; Hagenbuchner et al. 2010)). Daher kann man die
Bedeutung des Bim-BH3-Peptids auf der mitochondrialen Ebene und des endogenen
Proteins im zellularen Milieu nicht gleichstellen.

Die wichtigste Wirkung sowohl von Fotemustin als auch von Dacarbazin in den
Melanomzellen ist offensichtlich die Neutralisation von Mcl-1. Uberraschenderweise war
keine Herunterregulation des Mcl-1-Proteinspiegels nach Stimulation mit den
Chemotherapeutika nachzuweisen. Ahnliches wurde in einer Studie aus unserem Labor
beschrieben, wo die Hochregulation von Noxa zur Synergie zwischen ABT-737 und

verschiedener Zytostatika in Nierenzellkarzinomlinien fihrte, ohne dabei den Mcl-1-
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Proteinspiegel zu beeinflussen (Zall et al. 2010). Es wurde auch Uber die Uberexpression
von Noxa im kleinzelligen Lungenkarzinom berichtet, die ebenfalls keinen Einfluss auf die
exprimierte Mcl-1-Proteinmengen aufwies (Hauck et al. 2009). Méglicherweise hat hier bei
der Dacarbazin- bzw. Fotemustin-ABT-737-vermittelten Apoptose daher keine Degradation,
sondern eine Noxa-abhangige Neutralisation von Mcl-1 stattgefunden.

Zusammenfassend bestatigen diese Daten, dass die aus Patientenproben gewonnenen
Melanomzelllinien der klassischen Chemotherapie gegeniber sehr resistent sind. Allerdings
deuten die Daten darauf hin, dass eine oft ineffiziente Behandlung des malignen Melanoms
mit klassischen Zytostatika durch die Kombination mit den neuartigen Bcl-2-Antagonisten wie
ABT-737 verbessert werden konnte. Molekular spielt hierbei die Induktion des BH3-only
Proteins Noxa, welches hier héchstwahrscheinlich das anti-apoptotische Bcl-2-artige Protein
Mcl-1 neutralisiert, eine entscheidende Rolle. Somit scheint die hier gezeigte Synergie
zwischen den chemotherapeutischen Agenzien Dacarbazin bzw. Fotemustin und dem Bcl-2-
Antagonist ABT-737 auf der simultanen Neutralisation aller anti-apoptotischen Proteine zu
basieren: Bcl-2, Bcl-w und Bcl-x, durch ABT-737 sowie Mcl-1 durch die

Dacarbazin/Fotemustin-vermittelte Hochregulation von Noxa.

4.2 LBW242 sensibilisiert Melanomzelllinien fiir die TLR3-
vermittelte Apoptose

Die Stimulation des Toll-like Rezeptors 3 (TLR3) mit Poly I:C fihrte in den Melanomzelllinien
zu einer geringen bis maRigen Apoptose (Abbildung 15). Auch wenn die TLR3-mRNA-
Spiegel nach der Stimulation mit Poly I:.C in drei der vier verwendeten Melanomzellen
deutlich gestiegen sind (Weber et al. 2010), konnte dieser Vorgang alleine den
apoptotischen Zelltod nicht hervorrufen. Ein Inhibitor der Proteinbiosynthese Cycloheximid
(CHX) kann verschiedene Tumorzellen fur die TLR3-vermittelte Apoptose sensibilisieren
(Jiang et al. 2008). Dies wurde hier in den Melanomzellen untersucht und der Versuch zeigte
sich erfolgreich. Alle vier Melanomzelllinien wiesen eine signifikante Erhéhung der Apoptose
nach einer kombinierten Stimulation mit Poly I:C und CHX im Vergleich zu den
einzelbehandelten Zellen auf (Abbildung 15). Poly I:C alleine kann also keinen apoptotischen
Zelltod in den Melanomzellen hervorrufen, kann es jedoch nach Inhibition der
Proteinbiosynthese.

Der Rezeptor-vermittelte Apoptose-Signalweg fihrt Gber die Initiator-Caspase-8 (Ashkenazi
2002). Die Tatsache, dass diese Protease in den HaCaT Keranozyten nach der Stimulation
mit Poly I:C gespalten war (Weber et al. 2010), lieferte Hinweise darauf, dass diese auch bei
der TLR3-vermittelten Apoptose in den Melanomzellen eine wichtige Rolle spielen kdnnte.
Nach Herunterregulation von Caspase-8 nach RNAi wurde bei Poly I:C/CHX-Stimulation eine

signifikante Reduktion der apoptotischen Zellpopulation in drei von vier getesteten Zelllinien
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im Vergleich zu den gleich stimulierten Kontrollzellen nachgewiesen (Abbildung 16). Die
Abwesenheit von Caspase-8 in der Zelllinie 1205Lu flihrte, trotz der relativ effizienten
Herunterregulation auf der Proteinebene (Abbildung 17), zu keiner Verminderung der durch
Poly I:C/CHX-induzierten Apoptose. Wahrscheinlich kann in diesen Zellen noch ein anderes
Protein (moéglicherweise die mit der Caspase-8 teilweise funktionell redundante Caspase-10
(Chen und Wang 2002)) zum Poly I:C/CHX-vermittelten apoptotischen Zelltod beitragen.
Diese Vermutung wird vor allem durch die Tatsache verstarkt, dass die Spaltung der
Caspase-8 nach der Stimulation mit Poly I:C und CHX in der 1205Lu-Zelllinie eher mafig
ausfiel (Abbildung 18). Am starksten wurde Caspase-8 nach der Poly I:C/CHX-Stimulation in
Sbcl2-Zellen gespalten (Abbildung 18), was mit der héchsten hervorgerufenen Apoptose in
dieser Zelllinie Ubereinstimmt (vergleiche mit Abbildung 15). Der Poly I:C/CHX-vermittelte
apoptotische Zelltod ist somit beinahe in fast allen Melanomzellen eng mit der Aktivierung
der Caspase-8 verbunden. Dagegen ist die Rolle des Inhibitors von Caspase-8 FLIP, in der
Poly I:C/CHX-vermittelten Apoptose vermutlich marginal: Die Behandlung mit CHX flhrte zu
keiner konsistent messbaren Verringerung der cFLIP-Proteinspiegel.

Der Befund, dass Proteinbiosynthese Zellen fir den TLR3-induzierten apoptotischen Zelltod
sensibilisiert, lasst vermuten, dass normalerweise die Expression eines anti-apoptotischen
Proteins den extrinsischen Apoptose-Signalweg in den Melanomzellen blockiert. Die
Inhibitoren der Apoptose (IAPs) wurden als indirekte Hemmer der Caspase-8-Aktivierung
nach der TNFR1-Stimulation mehrfach beschrieben ((Wang et al. 1998) und die neueren
Erkenntnisse diskutiert in (Wu et al. 2007)). Dass die Blockierung der |IAP-Expression durch
CHX zur Sensibilisierung von Melanomzellen fiur die Poly I:C-vermittelte Apoptose beitragt,
wurde in den in Abbildung 19 dargestellten Experimenten gezeigt. Die Stimulation der
Melanomzellen mit CHX verursachte eine deutliche Herunterregulation von clAP1 in zwei
Zelllinien und eine mafige Abnahme der clAP1-Expression in einer der getesteten Zelllinien.
Die Proteinspiegel von XIAP schienen dagegen durch die Verwendung von CHX nicht
beeinflusst zu sein. Diese Ergebnisse deuten also darauf hin, dass CHX die Melanomzellen
fur die Poly I:C-induzierte Apoptose sensibilisiert, indem es die Expression von clAP1
unterdruckt.

Der Poly I:C/CHX-induzierte apoptotische Zelltod war durch Bafilomycin-A, den Inhibitor der
Endosomenreifung in der Zelle, blockierbar (Weber et al. 2010). Dies weist darauf hin, dass
ein endosomales Signal erforderlich war. Ein solches Muster ist fir TLR3 typisch: dieser
Rezeptor signalisiert tatsachlich nach Aufnahme von Poly I:C aus der endosomalen
Membrane (Matsumoto et al. 2003).

Die Teilnahme der clAPs an TLR3-vermittelter Apoptose wurde durch Experimente mit dem
Smac-Mimetikum LBW242 bestatigt. Die Stimulation der Melanomzellen mit der Kombination

aus Poly I:C und LBW242 resultierte in einer sehr deutlichen Apoptose-Erhéhung im
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Vergleich zu den einzelstimulierten Zellen (Abbildung 20 und Abbildung 21). In zwei der vier
getesteten Melanomzelllinien war sogar eine gewaltige Zunahme der apoptotischen
Population nach der Kombinationsstimulation mit Poly I:C und LBW242 zu sehen. Dies
kdnnte daran liegen, dass die WM35-Zelllinie bereits auf Behandlung mit LBW242 alleine gut
ansprechbar war und die Sbcl2-Zelllinie auf die Poly I:C-Monostimulation relativ sensitiv
reagiert hat (Abbildung 20). Am niedrigsten wurde die Apoptoserate bei den 451Lu-Zellen
nach der Poly I:C/LBW242-Stimulation gemessen. Dies ist wahrscheinlich das Resultat einer
sehr niedrigen TLR3-mRNA-Expression nach der Poly |:C-Stimulation in dieser Zelllinie
(Weber et al. 2010). Folglich kann man daraus schliel®en, dass LBW242 (adhnlich wie CHX,
nur starker) die Melanomzellen fur den TLR3-vermittelten apoptotischen Zelltod sensibilisiert.
Erwartungsgemal reduzierte LBW242 die CclAP-Proteinspiegel in den verwendeten
Melanomzelllinien (Abbildung 22). Die Expression von clAP1 wurde bereits sehr frih
reduziert und diese Minderung hielt relativ lange an. Interessanterweise konnte nach einer
anfanglichen Herunterregulation der clAP2-Expression eine Steigung des CclAP2-
Proteinspiegels beobachtet werden. Nachdem clAP2 eine der Ubiquitinierungszielstrukturen
von clAP1 ist (Conze et al. 2005; Cheung et al. 2008) und die clAP1-Expression durch die
Verwendung von LBW242 vermindert wurde, fehlte nach gewisser Zeit der negative
Regulator von clAP2 und mdglicherweise stiegen deshalb seine Proteinspiegel wieder an.
clAP2 ist weiterhin ein NF-kB-induzierbares Gen, und Smac-Mimetika fiihren in vielen Zellen
zur Aktivierung des (alternativen) NF-kB-Weges. Dieser Mechanismus kdnnte ebenfalls an
der Induktion von clAP2 beteiligt sein.

Die hohen Expressionsspiegel von XIAP wurden durch die Behandlung mit LBW242,
genauso wie nach der CHX-Stimulation, nicht verandert. In vitro Experimente haben
dagegen die Bindung von LBW242 an die BIR3-Domane von XIAP gezeigt (Sharma et al.
2006). Eventuell ist die Bindung von diesem Smac-Mimetikum unter physiologischen
Bedingungen anders als in den in vitro Experimenten oder die Bindung alleine reicht nicht
aus um XIAP-Proteinspiegel zu reduzieren. Ob die Bindung XIAP inaktiviert, ist ebenfalls
unklar. Zusatzlich kénnte der Einfluss von LBW242 auf die zellularen Komponenten Zelltyp-
abhangig sein. Folglich zeigen die oben beschriebenen Daten, dass die zellularen IAPs (vor
allem clAP1 und zum Teil clAP2) fur die Initiation der Poly I:C/LBW242-induzierten Apoptose
in Melanomzellen verantwortlich sind.

Abbildung 22 erklart moglicherweise die oben bereits erwahnte Sensitivitat der WM35-Zellen
gegenuber der LBW242-Monobehandlung. Der relativ hohe clAP1-Expressionsspiegel wird
in dieser Zelllinie durch die LBW242-Stimulation sehr effizient vermindert, was fir die
Induktion einer maRigen Apoptose ausreichend zu sein scheint.

Der wichtige Beitrag von clAP1 zum Poly I:C/LBW?242-abhangigen apoptotischen Zelltod ist

in WM35-Zellen deutlich zu erkennen (Abbildung 23). Die transiente Herunterregulation von
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clAP1 durch RNAI, wie sie auch durch die Stimulation mit CHX (Abbildung 19) und LBW242
(Abbildung 22) erfolgte, ging mit einer signifikanten Zunahme der apoptotischen
Zellpopulation nach der Poly I:C-Monobehandlung im Vergleich zu den gleich behandelten
Kontrollzellen einher. Dies zeigt, dass die Abnahme des clAP1-Proteinspiegels genugt, um
die WM35-Zellen fur die Poly I:C-vermittelte Apoptose zu sensibilisieren.

Die LBW242-vermittelte Inhibition von clAPs resultierte in der Spaltung von Caspase-8
(Abbildung 24). Die aktivierungsassoziierten Spaltprodukte konnten bereits nach kurzer
Stimulation detektiert werden und waren am meisten in diesen Zelllinien ausgepragt, in
denen auch die hdchste Poly I:C/LBW?242-induzierte Apoptoserate vorher gemessen wurde
(vergleiche mit Abbildung 21). Nach der Einzelstimulation der Zellen mit Poly I:C bzw.
LBW242 konnte dagegen keine Caspase-8-Spaltung beobachtet werden (Abbildung 25).
Das erklart, warum die Monobehandlung weder mit Poly I:C noch mit LBW242 Kkeine
Effizienz in der Apoptoseinduktion in den Melanomzellen zeigte. Lediglich in der Sbcl2-
Zelllinie war eine schwache Bande eines Caspase-8-Spaltprodukts nach Poly |:C-Stimulation
zu erkennen, was mit der relativ grofden Sensibilitdt der Zellen dem TLR3-Ligand gegeniiber
korrelierte (vergleiche Abbildung 20). Demzufolge zeigen diese Ergebnisse, dass die
Zusammenarbeit zwischen Poly I:C und LBW242 mit der Starke der Caspase-8-Spaltung
korreliert.

Die Rolle der Caspase-8 in der Poly I:C/LBW242-induzierten Apoptose wurde zusatzlich
durch RNAIi-Experimente bestatigt. In Abwesenheit von Caspase-8 wurde nach der
Kombinationsbehandlung mit Poly I:C und LBW242 in allen getesteten Zelllinien eine
signifikante Reduktion der apoptotischen Vorgange im Vergleich zu den gleich stimulierten
Kontrollzellen nachgewiesen (Abbildung 26). Somit ist die auf der Proteinebene beobachtete
Spaltung der Caspase-8, welche sich nach der Poly I:C/LBW242-Stimulation ereignete, mit
der proteolytischen Caspase-8-Aktivitat in der Zelle verbunden.

Die Proteinspiegel von FLIP_ blieben (ahnlich wie im Fall der Poly I:C/CHX-Stimulation) nach
der Behandlung mit Poly I:C und LBW242 in den zwei sensitiveren Zelllinien unverandert.
Dafir stiegen sie in den anderen zwei Zelllinien, welche resistenter auf die
Kombinationsstimulation reagierten, sehr leicht an (Abbildung 26). Interessanterweise
wurden ahnliche Beobachtungen fur den TNF -abhangigen Zelltod gemacht (Wang et al.
2008). Laut dieser Studie wird Caspase-8 durch CHX Uber die Eliminierung vom FLIP
aktiviert. Dagegen fuhren die Smac-Mimetika zur Caspase-8-Aktivierung Uber die
Autodegradation von clAPs und die dadurch resultierte Freisetzung von RIP1 aus dem
aktivierten TNFR-Komplex. RIP1 kann schlieRlich zusammen mit FADD und Caspase-8
einen Proteinkomplex bilden und demzufolge diese Initiatorcaspase aktivieren. Darlber
hinaus kann die clAP-abhangige Aktivierung der Caspase-8 in den untersuchten Zellen nicht
durch das endogene FLIP blockiert werden (Wang et al. 2008). cFLIP wird stark durch NF-
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kB-Aktivitat reguliert (Kreuz et al. 2004). Der leichte Anstieg des Proteins nach LBW242-
Behandlung ist vermutlich auf diesen Effekt zurlickzufihren. Endogene Spiegel von cFLIP
kénnen also die TLR3-abhéngige Apoptose nicht blockieren; allerdings zeigen neuere
Arbeiten unseres Labors, dass RNAi gegen cFLIP einen deutlichen sensibilisierenden Effekt
gegenuber Poly I:C/LBW242 hat (Dr. Arnim Weber, personliche Mitteilung).

Durch die Expression des viralen Caspase-8-Inhibitors CrmA (caspase-8 inhibitor from
cowpox virus) konnte in zwei ausgewahlten Melanomzelllinien die Poly I:C/LBW242-
vermittelte Apoptose gehemmt werden (Weber et al. 2010). Das Gleiche gilt fur den
apoptotischen Zelltod, der durch ein anderes Smac-Mimetikum, das Compound A, in
Tumorzellen hervorgerufen war (Vince et al. 2007).

Die durch Monotherapie mit Smac-Mimetika induzierte Apoptose wurde in anderen Studien
mit der autokrinen TNFa-Sekretion in Verbindung gebracht (Petersen et al. 2007;
Varfolomeev et al. 2007; Vince et al. 2007; Wang et al. 2008). Hier dagegen konnte keine
Sekretion von TNFa nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt), was die unterschiedlichen
Wirkweisen von Smac-Mimetika in den verschiedenen Zelltypen zeigt. Im Falle der
Monotherapie ist TNF notwendig, um Caspase-8 zu aktivieren; im Falle der Poly I:.C-
induzierten Apoptose wird dieses Signal durch TLR3 vermittelt. In beiden Fallen ist der
Verlust von clAPs notwendig, damit diese Signale Caspase-8 effizient aktivieren konnen.
Diese Daten zeigen also, dass eine Ahnlichkeit zwischen der TLR3- und der TNFR1-
vermittelten Apoptose besteht, indem die clAPs in der Aktivierung von Initiatorcaspase eine
essentielle Rolle spielen. Aller Wahrscheinlichkeit nach kann TRIF (der Signaladaptor von
TLR3) TRADD rekrutieren (Ermolaeva et al. 2008). TRADD ist ebenso am TNF-
Signalkomplex beteiligt, und die Caspase-8-aktivierenden Komplexe nach TNF und nach
TLR3-Signal sind daher sich wohl zumindest ahnlich.

Es wurde verschiedentlich beschrieben, dass TRIF Elemente aus dem TNF-abhangigen
apoptotischen Signalweg (vermutlich TRADD-anhangig) rekrutieren kann. Die Kinase RIP1
und das Adaptorprotein TRADD (TNFR1-associated death domain protein) kdnnen nicht nur
mit TNFR1- sondern auch mit TLR3-Komplexen assoziiert sein (Meylan et al. 2004;
Ermolaeva et al. 2008). Die Initiation von Apoptose Uber die Todesrezeptoren sowie Uber
TNFR1 bendtigt eine Formation von Multi-Protein-Komplexen (der sog. DISC im Fall des
extrinsischen Apoptosesignalweges, etwa nach Fas-Signal (Ashkenazi 2002) bzw. der
Komplexe | und Il nach der TNFR1-Aktivierung (Micheau und Tschopp 2003)). Manche
Bestandteile des DISC wie Caspase-8 oder FADD sind bei DISC und bei dem Komplex Il
gemeinsam. Auch TRIF kann Caspase-8 Uber FADD aktivieren (Ruckdeschel et al. 2002;
Haase et al. 2003; Ruckdeschel et al. 2004; Kaiser und Offermann 2005). Es ist zwar noch

nicht ganz geklart, wie das geschieht, aber die Kinase RIP1 ist mit einiger Sicherheit beteiligt
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(Han et al. 2004; Ruckdeschel et al. 2004; Kaiser und Offermann 2005). Dabei durfte die
komplexe Ubiquitinierung von RIP1 eine Rolle spielen.

Die in dieser Arbeit gezeigten Daten lassen vermuten, dass auch nach der Ligand-
vermittelten TLR3-Aktivierung und der Rekrutierung von TRIF ein ahnlicher pro-
apoptotischer Proteinkomplex entsteht, dessen wesentliche Aktiviat die Aktivierung von
Caspase-8 ist. Die hier durchgefiuihrten Experimente deuten aullerdem sehr stark darauf hin,
dass der Erfolg des Komplexes in der Initialisierung der Caspasenkaskade von den
zelluléren 1APs abhangt. Uber die anderen Komponenten (abgesehen von Caspase-8, FADD
und IAPs) dieses Komplexes kann man nur spekulieren. Nachdem clAPs an TRAF2 binden
kénnen und in den TNFR1-initiierten Komplexen | und Il TRAF vorhanden sind (Rothe et al.
1995), koénnte auch hier TRAF2 die Bricke zwischen den clAPs und dem Rest des
Komplexes bilden. Ob TRIF genauso wie Fas den Adaptor FADD direkt rekrutieren kann
(Strasser et al. 2009) oder ob zusatzlich TRADD, der in dem TNFR1-vermittelten Zelltod
quasi proximal vom FADD fungiert (Hsu et al. 1995; Hsu et al. 1996), fur die TLR3-
vermittelten Apoptose (wie von (Ermolaeva et al. 2008) bereits vorgeschlagen) bendtigt wird,
bleibt letztlich unklar. Die Beteiligung der erwahnten und maoglicher weiterer Komponenten
an der Bildung des TLR3/TRIF-initiierten Proteinkomplexes muss weiter analysiert werden.
Ein anderer TLR3-Ligand Poly A:U (polyadenylische:polyuridylische Saure) erzeugte einen
ahnlichen zellularen Effekt auf die Melanomzellen wie Poly I:C (Abbildung 27). Diese
Beobachtung bekraftigt die frilhere Annahme, dass der Poly I:C-induzierte apoptotische
Signalweg tatsachlich Gber TLR3 erfolgt. Allerdings induzierte die Kombination aus Poly A:U
und LBW242 eine geringere Apoptose in den Melanomzellen als die Poly I:C/LBW242-
Behandlung (vergleiche Abbildung 21). Die Vermutung, dass Poly A:U ein ,reiner® TLR3-
Ligand ist und Poly I:C dagegen zusétzlich Gber die anderen dsRNA-Erkennungsmolekule
wie MDAS5 (melanoma differentiation-associated gene 5) und RIG-I (retinoic acid inducible
gene [) von der Zelle wahrgenommen werden kann (Perrot et al. 2010), konnte diesen
Unterschied in der Apoptoseinduktion erklaren. MDA5 und RIG-I sind beides zytosolische
Helikasen, allerdings wahrend MDAS5 Poly I:C erkennt, werden in vitro transkribierte dsRNAs
von RIG-I erkannt (Kato et al. 2006). Aktivierung von MDA5 und RIG-I ist fir die Induktion
von Typ I-Interferon in den Keranozyten verantwortlich (Kalali et al. 2008) und tatsachlich
erfolgte die Stimulation mit Poly I:C und nicht mit Poly A:U in einer IFN-y-Induktion in den
naturlichen Killerzellen (NK-Zellen) (Perrot et al. 2010). Das BH3-only Protein Noxa gehort
zu den Targets von IFN-y (Sun und Leaman 2005) und es wurde eine Noxa-Induktion in den
Poly I:C-stimulierten HaCaT Keranozyten nachgewiesen, die allerdings fir Poly I:C-
induzierte Apoptose nicht notwendig war (Weber et al. 2010). Somit kdnnte eventuell die
potentere Zelltodinduktion durch Poly I:C/LBW242 im Vergleich zu der Poly A:U/LBW242-
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vermittelten Apoptose auch in den Melanomzellen an der zusatzlichen MDA5-vermittelten
Noxa-Hochregulation liegen.

Die hier prasentierten Daten belegen trotz TLR3-Expression eine grole Resistenz der
Melanomzellen gegenliber dem TLR3-Liganden Poly I:C. Das wichtigste Ereignis, welches
downstream von TLR3 und seinem Adaptormolekil TRIF erfolgen muss, um die
Caspasenkaskade zu induzieren, ist hochstwahrscheinlich die Bildung eines
Proteinkomplexes, welcher die Caspase-8 aktiviert. Die Auslésung der Apoptose durch die
Stimulation von TLR3 in den Melanomzellen erfolgt effizient nach Inhibition von clAPs
entweder durch den Translationshemmer CHX oder durch das Smac-Mimetikum LBW242.
Somit fungieren die |IAPs in dem Poly |:C/LBW242-induzierten apoptotischen Zelltod der

Melanomzellen als negative Regulatoren der Caspase-8-Aktivierung.

4.3 Die Kombinationsbehandlung mit UO126 und ABT-737 induziert
Apoptose in Melanomzellen

Die Signalkaskade der MAP-Kinasen ist in vielen Tumoren inklusive des malignen Melanoms
hyperaktiv (Hoshino et al. 1999). In den transformierten Melanozyten sind die Mutationen in
den Kinasen RAS und vor allem RAF flr das andauernde Anschalten des Signalweges
verantwortlich (Davies et al. 2002). Die Blockierung des Uberlebenssignalweges bspw. durch
die Hemmung einer MAP-Kinase MEK konnte einen moglichen therapeutischen Ansatz
darstellen.

Die Stimulation der Melanomzelllinien mit dem MEK-Inhibitor UO126 induzierte Apoptose nur
im geringen Ausmal. Eine deutliche Erhéhung der apoptotischen Zellpopulation wurde in
einer Zelllinie nach einer kiirzeren Behandlung (Abbildung 28) und in allen Zelllinien nach
einer langeren Stimulation (Abbildung 29) beobachtet, sobald UO126 zusammen mit dem
Bcl-2-Antagonist ABT-737 verwendet wurde. Von den vier getesteten Zelllinien reagierten die
451Lu-Zellen auf die UO126/ABT-Kombinationsbehandlung am empfindlichsten.

Diese Daten zeigen, dass die Inhibition des MAPK-Signalweges alleine nicht ausreicht um
die Apoptose in den sehr resistenten Melanomzellen zu induzieren. Dennoch kann ABT-737
die Zellen fur die UO126-vermittelte Apoptose sensibilisieren. Auch die Tatsache, dass die
drei der verwendeten Zelllinien eine BRAF- und eine der verwendeten Zelllinien eine NRAS-
Mutation aufweisen (der Mutationsstatus der Zelllinien im Kapitel 2.1.1.2), hat die Sensitivitat
der Zellen gegeniber UO126 nicht verbessert. Es wurde vorgeschlagen, dass die Tumore
mit einer BRAF-Mutation viel empfindlicher auf die MEK-Inhibition als anders mutierte
Tumorzellen reagieren (Solit et al. 2006). Diese Vermutung konnte hier allerdings nicht
bestatigt werden. Sbcl2-Zellen, welche keine BRAF-Mutation, sondern eine Mutation im
NRAS-Gen haben, waren ahnlich unempfindlich auf die UO126-Monobehandlung wie die
anderen Zelllinien. Die Zelllinie 451Lu, dessen UO126/ABT-737-vermittelte Apoptose am
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héchsten ausfiel, tragt eine BRAF-Mutation und war der UO126-Monotherapie gegenulber
am sensitivsten. Nichtsdestotrotz bewegte sich die Apoptoserate von den anderen BRAF-
mutierten Zelllinien (WM35 und 1205Lu) und der NRAS-mutierten Sbcl2-Zellen in einem
ahnlichen Bereich. Demzufolge konnte hier keine Korrelation zwischen der vorhandenen
BRAF-Mutation und der Sensitivitdt gegentber MEK-Inhibitor nachgewiesen werden.

Eine Untersuchung von 170 verschiedenen Melanomzellen (vor allem aus Patientenproben,
aber auch ein paar Zelllinien wurden verwendet) ergab ebenfalls keinen Zusammenhang
zwischen dem Nachweis von phosphoryliertem ERK und dem BRAF- bzw. NRAS-
Mutationsstatus der Zellen (Houben et al. 2008). Auch Smalley und Kollegen haben keine
Korrelation zwischen der MEK-Inhibition und dem Mutationsstatus der Tumorzellen gefunden
(Smalley et al. 2006). Die Autoren schlagen dagegen vor, dass die Entwicklungsstufen des
Tumors fur die Empfindlichkeit auf die MEK-Inhibition ausschlaggebend sind. Nicht-
metastasierte Melanome waren auf die Behandlung mit zwei MEK-Inhibitoren (UO126 und
PD98059) sensitiv und die metastatischen Zelllinien dagegen resistent. Interessanterweise
wurden drei der hier analysierten Melanomzelllinien (WM35, 1205Lu und 451Lu) auch in
obiger Studie verwendet. Wahrend WM35-Zellen in der erwahnten Verdéffentlichung
gegentber UO126 sensitiv waren, wurden die 1205Lu- und die 451Lu-Zellen als resistent
eingestuft (Smalley et al. 2006). Die von Smalley at al. publizierten Ergebnisse konnten in
dieser Arbeit jedoch nicht bestatigt werden. Die Melanomzellen der frihen
Entwickungsphase (WM35) zeigten hier eine ahnliche Resistenz der UO126-
Monobehandlung gegeniber und eine vergleichbare Sensitiviat auf die UO126/ABT-737-
Kombinationstherapie wie die metastatischen Melanomzellen (1205Lu). Darlber hinaus
reagierte die von Smalley und Kollegen als resistent eingestufte 451Lu-Zelllinie auf UO126-
Monotherapie sowie auf die Kombination aus UO126 und ABT-737 in den hier prasentierten
Experimenten am empfindlichsten (Abbildung 28 und Abbildung 29).

Nachdem ABT-737 die Melanomzellen fur die UO126-vermittelte Apoptose sensibilisieren
und ABT-737 kein Mcl-1 neutralisieren kann (Oltersdorf et al. 2005), wurde vermutet, dass
UO126 die Mcl-1-Proteinspiegel beeinflussen kénnte. Da Noxa an der Mcl-1-Degradation
beteiligt sein kann (Willis et al. 2005), wurde zusatzlich die Expression des BH3-only
Proteins analysiert. Es konnte tatsachlich nachgewiesen werden, dass UO126 die
Proteinmengen von Mcl-1 stark reduziert (Abbildung 30). Interessanterweise wurden die
Proteinspiegel von Noxa durch UO126 nicht hochreguliert, sondern waren ebenso reduziert.
Auch wenn urspriinglich tiber den Mcl-1-Abbau als Folge der Noxa-Uberexpression berichtet
wurde (Willis et al. 2005), war in anderen Studien dagegen eine Mcl-1-Degradation trotz der
erhdhten Noxa-Proteinspiegel nicht immer nachweisbar (beobachtet bspw. in (Weber et al.
2009; Weber et al. 2010; Zall et al. 2010)). Man kdnnte hier Gber eine UO126-initiierte Ko-

Degradation des entstandenen Noxa:Mcl-1-Komplexes spekulieren (Czabotar et al. 2007;
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Ploner et al. 2009), was die simultane Reduktion der Mcl-1- und Noxa-Proteinspiegel nach
der UO126-Behandlung erklaren konnte. Wahrend die Beteiligung von ERK an der
Degradation von Bimg. mehrfach beschrieben wurde (diskutiert in (Balmanno und Cook
2009)), ist der Einfluss der MEK-Inhibition auf den Mcl-1-Abbau nicht klar. In
Kolonkrebszellen beispielsweise wurde nach UO126-Stimulation eine Hochregulation von
Bimg,. aber kein Mcl-1-Abbau beobachtet (Cragg et al. 2008). In Melanomzellen wurde
dagegen eine Reduktion des Mcl-1-Proteinspiegels nach der Stimulation mit UO126
mehrfach beobachtet (Wang et al. 2007; Chetoui et al. 2008; Boisvert-Adamo et al. 2009).
Die Rolle von Bim und Noxa in der UO126/ABT-737-induzierten Apoptose wurde zusatzlich
durch RNAi-Ansatze analysiert. Nach einer kurzen Stimulationsdauer konnte nur eine
geringe und nicht signifikante Reduktion des UO126/ABT-737- sowie PD98059/ABT-737-
vermittelten apoptotischen Zelltodes in den Bim- und Noxa-KD-Zellen im Vergleich zu den
Kontrollzellen nachgewiesen werden (Abbildung 31). Nach einer langeren Behandlungszeit
vermittelte nur die Abwesenheit von Noxa und nicht die von Bim einen signifikanten Schutz
gegen MEK-Inhibitor/ABT-737-induzierter Apoptose (Abbildung 32). Folglich scheint die
Rolle von Bim fir die MEK-Inhibitor/ABT-737-verursachte Apoptose unbedeutend zu sein.
Noxa dagegen wird fir diesen Zelltod in den Melanomzellen offensichtlich bendtigt.
Nachdem bei der UO126/ABT-737-vermittelten Apoptose der Mcl-1-Abbau ein wesentliches
Ereignis ist, und nur Noxa und nicht Bim die proteasomale Degradation von Mcl-1
bestimmen kann (Willis et al. 2005; Czabotar et al. 2007), ist die bedeutungsvolle Rolle von
Noxa somit erklarbar.

Interessanterweise, abgesehen von der ebenfalls in den WT-Zellen beobachteten
Dephosphorylierung von ERK, konnte eine Degradation von Mcl-1 in der Kontrollzelllinie
ebenso wie nach Bim- oder Noxa-spezifischer RNAi nach MEK-Inhibition nachgewiesen
werden (Abbildung 33). Eine genaue kinetische Untersuchung des Proteinspiegels von Mcl-1
nach der UO126-Stimulation ergab einen ahnlich raschen Mcl-1-Abbau in den Kontroll-
genauso wie in den Noxa-KD-Zellen (Abbildung 34). Entweder spielt in diesen
Melanomzellen bei der UO126-vermittelten Mcl-1-Degradation also noch ein anderer Faktor
eine entscheidende Rolle, oder die Proteinspiegel von Noxa (die allerdings kaum
detektierbar waren, wie in der Abbildung 33 sowie in der Abbildung 34 zu sehen ist) reichen
trotz RNAi noch aus, um Mcl-1 abzubauen.

Allerdings war die UO126-intiierte Degradation von Mcl-1 Proteasom-abhangig. Der
Proteasom-Inhibitor MG132 konnte den Mcl-1-Abbau blockieren und verursachte eine
Akkumulierung dieses anti-apoptotischen Proteins (Abbildung 36). Nachdem Mcl-1 ein
Protein mit rapidem Umsatz ist, wobei das Proteasom eine wichtige Rolle spielt (Hershko

und Ciechanover 1998; Nijhawan et al. 2003), war das Ergebnis nicht unerwartet, zeigt
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jedoch, dass der Verlust von Mcl-1 eher nicht auf eine Anderung der Proteinsynthese
zurlckzufuhren ist.

Die Kinase GSKa3 l6ste in IL-3-abhangigen Zellen durch die Phosphorylierung von Mcl-1, was
folglich zu dessen Ubiquitinierung und zum proteasomalen Abbau flhrt, Apoptose aus. Eine
Blockierung der GSK3 mit dem Inhibitor CHIR-611 (in dieser Arbeit CT98014 genannt) flhrte
zur Mcl-1-Stabilisierung und zur Inhibition der durch den IL-3-Entzug initiierten Apoptose
(Maurer et al. 2006). Eine mdégliche Rolle der GSK3 bei dem UO126-vermittelten Mcl-1-
Abbau wurde deshalb untersucht. Uberraschenderweise trug die Vorstimulation der Zellen
mit dem GSK3-Inhibitor CT98014 zu einer erheblichen Erhéhung der UO126/ABT-737-
vermittelten Apoptose in allen Melanomzelllinien bei. Vor allem die resistenteren Zelllinien
WMB35 und Shcl2 wurden durch die GSK-Inhibition fir die Kombination aus UO126 und ABT-
737 gewaltig sensibilisert (Abbildung 37).

Falls dieser Effekt Mcl-1-abhangig war, musste die Blockierung von GSK3 mit CT98014
damit hier zur Neutralisation von Mcl-1 und nicht zu dessen Hochregulation fihren. Dies
wurde zusatzlich durch die Beobachtung unterstitzt werden, dass die Kombination aus
CT98014 und ABT-737 ebenfalls effizient Apoptose ausloste. Erstaunlicherweise wurde
diese Vermutung auf der Proteinebene nicht bestatigt (Abbildung 38). Die Proteinspiegel
nicht nur von Mcl-1, sondern auch von Noxa wurden nach CT98014-Stimulation leicht bis
mafig erhoht. Man muss hier natirlich erwahnen, dass die Behandlung mit CT98014 alleine
keine Apoptose in den Melanomzellen auslést. AulRerdem resultiert die Kombination aus
CT98014, ABT-737 und UO126 in keiner Hochregulation von Mcl-1 und zusatzlich in einer
Reduktion des Noxa-Proteinspiegels im Vergleich zu den unstimulierten Zellen (Abbildung
38).

Eine Erklarung der pro-apoptotischen Eigenschaften von CT98014 in der
Kombinationsbehandlung lasst sich eventuell aus der kinetischen Untersuchung ableiten.
Wahrend die Mcl-1-Proteinspiegel nach CT98014-Stimulation anfangs leicht gestiegen
waren, fielen sie nach einer gewissen Zeit ab, was gleichzeitig mit dem Anstieg des
Proteinniveaus von Noxa geschah (Abbildung 39). Das koénnte bedeuten, dass die
Blockierung der GSK3 in den Melanomzellen aus einer verzégerten Noxa-Hochregulation
und daraus folgenden Reduktion des Mcl-1-Proteinspiegels resultiert.

In den untersuchten Melanomzellen scheint also die Inhibition von GSK3 pro-apoptotische
Folgen zu haben. Panka et al. haben gezeigt, dass die apoptogenen Eigenschaften des C-
und BRAF-Inhibitors Sorafenib durch die Inhibition der GSK3 gefoérdert werden kénnen
(Panka et al. 2008). Andere berichteten Uber eine Aktivierung des p53-Signalweges und Gber
eine darauf folgende Noxa-Hochregulation durch die Hemmung der GSK3 in humanen
Melanomzelllinien (Smalley et al. 2007). Daruber hinaus potenzierte die GSK3-Inhibition die

TRAIL-Rezeptor-vermittelte Apoptose vor allem in MYC-Uberexprimierenden Zelllinien (zwei
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Kolonkrebszellinien und eine immortalisierte aber nicht transformierte Nierenepithelzelllinie)
(Rottmann et al. 2005).

Nachdem GSK3 Mcl-1 an der Serin 159 phosphoryliert, ware es sicherlich interessant
zusatzlich den Phosphorylierungsstatus von Mcl-1 zu Uberprifen. Allerdings erfordert die
GSK3-Phosphorylierung eine Initial-Phosphorylierung des Substrats (Fiol et al. 1987), die im
Fall von Mcl-1 an der Threonin 163 stattfindet und von der MAP-Kinase ERK durchgefihrt
wird (Domina et al. 2004). Andere haben dagegen beschrieben, dass eine Vor-
Phosphorylierung durch die Kinase JNK fir die GSK3-vermittelte und zum Abbau fihrende
Phosphorylierung von Mcl-1 bendtigt wird (Morel et al. 2009). Eine Detektion des Phospho-
Mcl-1 war hier leider nicht moéglich. Der Antikérper gegen p-Mcl-1 detektierte im Western Blot
nur eine Proteinbande, die sich auf der falschen Hohe befand. AuRRerdem nachdem
verschiedene Mcl-1-Phosphorylierungsstellen unterschiedliche Funktionen haben (s. Kapitel
1.1.5.2 und 1.1.5.3), hatte eine Differenzierung zwischen den Phosphorylierungsformen von
Mcl-1 gezeigt werden mussen. Dies ware mit dem hier verwendeten Antikérper nicht
machbar, da dieser beide Phosphoformen (p-S159 und p-S163) des Proteins erkennt.
Zusatzlich zu den oben genannten Mcl-1-Phosphorylierungsereignissen wurde von einer
weiteren ERK- sowie GSK3-unabhangigen Phosphorylierungsstelle an Serin 64 berichtet,
welche die anti-apoptotische Funktion von Mcl-1 verstarken soll (Kobayashi et al. 2007).
Andere Autoren wieder bezweifelten die Bedeutung der ERK-vermittelten Phosphorylierung
von Mcl-1, da diese kaum detektierbar war und daflir eine starkere JNK-abhangige
Phosphorylierung an zwei Mcl-1-Aminosaureresten (Serin 121 und Threonin 163)
nachgewiesen wurde. Diese resultierte in der Inaktivierung von Mcl-1 (Inoshita et al. 2002).
Fur die UO126/ABT-737/CT98014-induzierte Apoptose wirkt weder die Abwesenheit von
Noxa noch die von Bim schitzend fur die Melanomzellen (Abbildung 40). Lediglich bei ABT-
737/CT98014-induziertem apoptotischen Zelltod scheint die Abwesenheit von Noxa eine
schutzende Funktion zu haben (Abbildung 40, unten im Bild)). Eine Reduktion der
apoptotischen Zellpopulation in den Noxa-KD-Zellen war nach der Stimulation mit ABT-737
und UO126 sowie CT98014 und ABT-737 nachweisbar, nicht aber wenn mit allen drei
Agenzien behandelt wurde. Demzufolge ist bei der Dreifach-Behandlung die Anwesenheit
von Noxa fiur die erfolgreiche Apoptoseinduktion nicht notwendig. Man muss jedoch dazu
sagen, dass dieser Effekt nicht sehr robust war und nur auf die PI-Farbung und weniger auf
die Farbung der aktiven Caspase-3 =zutrifft. Auflerdem soll erwdhnt werden, dass die
durchflusszytometrischen Messungen aus der Abbildung 40 nur einmal durchgefihrt wurden.
Der Einfluss der UO126-, ABT-737- und CT98014-Stimulationen auf die KD-Melanomzellen
war ahnlich wie im Fall der Mutterzellen. Die Dephosphorylierung von ERK und die
Akkumulierung von Bimg_ wurden als Folgen der Stimulation mit UO126 nachgewiesen. Die

CT98014-Behandlung verursachte dagegen keine Anderung des Bim-Proteinniveaus, dafiir
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aber regulierte sie die Proteinspiegel von Noxa leicht hoch. Somit scheint UO126 die Bim-
Proteinspiegel zu steuern, wahrend eine gewisse Kontrolle Uber Noxa bei GSK3 liegt.
Interessanterweise zeigte sich dies bei allen KD-Zelllinien. Naturlich war im Fall von Noxa-
KD-Zellen die CT98014-vermittelte Noxa-Hochregulation viel weniger stark ausgepragt,
genauso wie die UO126-bedingte Erhéhung des Proteinspiegels von Bim in den Bim-KD-
Zellen im Vergleich zu den KD-Kontrollzellen auch deutlich kleiner ausfiel. Die Proteinspiegel
von Mcl-1 wurden durch UO126 in den KD-Kontrollzellen reduziert und stiegen mit der
Zugabe von CT98014 wieder etwas an.

Der Effekt von UO126 und CT98014 scheint im GroRen und Ganzen der Gleiche zu sein.
Beide Inhibitoren reduzieren letztlich die Mcl-1-Proteinspiegel. Es ist nicht ausgeschlossen,
dass sie trotzdem verschiedene Mechanismen dazu verwenden. Zusatzlich besteht ein
Unterschied zwischen den kinetischen Untersuchungen der Proteinspiegelreduktion von Mcl-
1 durch CT98014 bzw. UO126. Wahrend nach der Stimulation mit CT98014 Mcl-1-
Proteinbande nach frihestens 16 h schwacher erschien (Abbildung 39), konnte eine
deutliche Abnahme des Mcl-1-Proteinspiegels durch die Verwendung von UO126 bereits
nach 3 h beobachtet werden (Abbildung 34 und Abbildung 35). Die hier prasentierten Daten
deuten darauf hin, dass die UO126-induzierte Mcl-1-Degradation zum groften Teil Noxa-
unabhangig verlauft (Abbildung 34), allerdings ist die UO126/ABT-737-vermittelte Apoptose
durch die Abwesenheit von Noxa teilweise blockierbar (Abbildung 32). Moéglicherweise wird
durch UO126 ein Noxa-unabhangiger Mechanismus der Mcl-1-Degradation aktiviert, der
durch die Anwesenheit von Noxa nur verstarkt werden konnte. Die GSK3-Inhibition durch
CT98014 scheint dagegen, zumindest auf Proteinebene, Noxa flr den Mcl-1-Abbau zu
verwenden, indem es dieses BH3-only Protein hochreguliert (Abbildung 38 und Abbildung
39). Zusatzlich hemmen die niedrigen Noxa-Proteinspiegel in den Noxa-KD-Zellen die
CT98014/ABT-737-induzierte Apoptose effektiver als das bei dem UO126/ABT-737-
vermittelten Zelltod der Fall ist (Abbildung 40, unten im Bild)). Das wirde bedeuten, dass
Noxa bei dem CT98014/ABT-737-induzierten apoptotischen Zelltod eine wichtigere Rolle
spielt als bei der Stimulation mit UO126 und ABT-737.

Welche anderen Komponenten, die zur Mcl-1-Herunterregulation fihren, kénnten durch
UO126 und CT98014 zusatzlich mobilisiert werden? Die E3-Ubiquitin-Ligase Mule soll fur die
Poly-Ubiquitinierung von Mcl-1 verantwortlich sein (Zhong et al. 2005). Allerdings kann Mule
Mcl-1 nicht ubiquitinieren, wenn sich das anti-apoptotische Protein im Komplex mit Noxa
befindet (diskutiert in (Ploner et al. 2009)). Dieser Fall tritt wahrscheinlich bei der
CT98014/ABT-737-Behandlung auf.
Eine andere E3-Ubiquitin-Ligase SC
FBW?7 as the F-box protein) (Welcker und Clurman 2008), die Mcl-1-Poly-Ubiquitinierung und

darauf folgende Degradation induzieren kann, wurde vor Kurzem als Apoptose-regulierender

FF®"" (a SKP1—cullin-1-F-box complex that contains
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Faktor in T-ALL(T-Zell akute lymphatische Leukamie)-Zellen beschrieben (Inuzuka et al.
2011). Die Zielerkennung von SCF™"7 erfolgt nach der GSK3-abhangigen Phosphorylierung
von Mcl-1 (Inuzuka et al. 2011). Die Mcl-1-Degradation in aus Patienten gewonnenen
Tumorzellen, die entweder Funktionsverlust-Mutationen oder die Abwesenheit des FBW?7-
Gens vorwiesen, war blockiert und erklarte somit die Resistenz dieser Zellen gegenlber
Anti-Tubulin-Agenzien wie Taxol oder Vincristin (Wertz et al. 2011). Die genetische
Rekonstitution von FBW?7 stellte aullerdem die Sensitivitdt gegenuber ABT-737 wieder her
(Inuzuka et al. 2011). Eine solche Testung ware eventuell auch im Fall der hier verwendeten
Melanomzelllinien interessant. Der genetische FBW7-Status der hier benutzen Zellen ist
allerdings nicht bekannt. Eine mogliche Korrelation zwischen UO126 bzw. CT98014 und
FBW7 musste weiter analysiert werden.

Die Deubiquitinase USP9X entfernt dagegen die Poly-Ubiquitin-Ketten von Mcl-1 und
bewahrt somit das anti-apoptotische Protein vor seiner proteasomalen Degradation
(Schwickart et al. 2010). Ob UO126 einen Einfluss auf die USP9X hat, bleibt ungeklart. Der
Nachweis des Expressionsspiegels der Ubiquitinase ist leider nicht gelungen. Allerdings
haben die RNAi-Experimente angedeutet, dass USP9X -wenn herunterreguliert- die
Melanomzellen (vor allem die Zelllinien 1205Lu und WM35) fiir ABT-737 sensibilisieren kann
(vorlaufige Daten, nicht gezeigt). Dies wurde ebenso fiir zwei Kolonkrebszelllinien sowie eine
T-Zell-Leukamie-Zelllinie (Schwickart et al. 2010), aber noch nicht fir das maligne Melanom
gezeigt. Demzufolge scheint die transiente Herunterregulation der Mcl-1-Deubiquitinase in
den Melanomzellen ausreichend zu sein, um die Mcl-1-Proteinspiegel soweit zu reduzieren,
dass die ABT-737-Monostimulation in den getesteten Zelllinien die Apoptose induziert.
Zusammenfassend kann man sagen, dass die Blockierung des MAPK-Signalweges in den
Melanomzellen nicht ausreichend ist, um Apoptose auszulésen. Die Reduktion der Mcl-1-
Proteinspiegel durch den MEK-Inhibitor UO126 hilft zusammen mit dem Bcl-2-Antagonist,
alle anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie zu neutralisieren und somit Apoptose zu
induzieren. Die Hemmung der GSK3 mit CT98014 resultiert in keiner Reduktion des
UO126/ABT-737-vermittelten apoptotischen Zelltodes, sondern verstarkt die pro-
apoptotische Aktivitat der zwei erwahnten Agenzien. CT98014 reduziert die Proteinspiegel
von Mcl-1 ebenfalls, wobei das BH3-only Protein Noxa durch seine erhdhte Expression eine

wesentliche Rolle zu spielen scheint.

4.4 Schlussbemerkungen

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass Melanomzellen eine hohe Resistenz gegenuber
Apoptoseinduktion durch eine Reihe von verschiedenen anti-neoplastischen Agenzien
aufweisen. Zusatzlich wurde beobachtet, dass von verschiedenen Patienten stammende

Zelllinien mit unterschiedlicher Empfindlichkeit auf die getesteten Agenzien reagieren.
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Wahrend die Zelllinien 1205Lu und WM35 auf die Stimulation mit Dacarbazin bzw.
Fotemustin und ABT-737 am empfindlichsten reagierten, schien die 451Lu-Zelllinie auf diese
Kombinationsbehandlung sehr resistent zu sein. Dennoch konnte durch die Stimulation mit
UO126 und ABT-737 eine massive Apoptoserate in diesen metastatischen Tumorzellen
gemessen werden. Dafur flhrte die Stimulation mit Poly I1:C und LBW242 in den Sbcl2- und
WM35-Zellen zur der hdchsten Apoptoseinduktion. Demzufolge konnte fur jede Zelllinie ein
Ansatz gefunden werden, der effizient Apoptose induziert. Dies zeigt, dass sich auch Tumore
der gleichen histologischen Herkunft hinsichtlich Apoptoseresistenz zwischen Patienten stark
unterscheiden kdnnen. Somit bietet eine molekulare Analyse des Tumors die Gelegenheit
einer sozusagen ,malfigeschneiderten® Behandlung; vielleicht ist dies die Zukunft der

Krebstherapie.
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