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1. Einleitung

1.1 Das maligne Melanom beim Menschen

Das maligne Melanom ist ein, im Vergleich zu anderen Hautkrebsarten selten auftretender
aber sehr aggressiver und mit hoher Mortalitdt verbundener Hauttumor beim Menschen.
Dabei wird das maligne Melanom weltweit immer haufiger diagnostiziert und es war ein
dramatischer Anstieg wahrend der letzten Jahrzehnte zu verzeichnen. Innerhalb der EU
wurde ein Anstieg an betroffenen Patienten von jahrlich 3-7 % festgestellt (de Braud et al.,
2003). Trotz dieses Anstieges in der Pravalenz konnten Prognose und Uberlebensraten seit
den 60iger Jahren standig verbessert werden. Hier spielen Friherkennung und, damit
verbunden, frihzeitiges chirurgischen Einschreiten eine tragende Rolle (Gremel et al., 2009;
Bandarchi et al., 2010). Weiterhin muss fur Patienten mit einem fortgeschrittenen oder
metastasierten Melanom eine sehr vorsichtige Prognose gestellt werden. Laut Tumorstatistik
des National Cancer Institute, nimmt die 5-Jahres Uberlebensrate, die fir Patienten mit
lokalen Melanomen bei etwa 99 % liegt, auf nur 16 % fir Patienten mit Metastasen
dramatisch ab (Gremel et al., 2009).

Bei der Entstehung von Melanomen tragen Transformation und Proliferation entscheidend
zur malignen Entartung von Melanozyten bei. Diese pigmentproduzierenden Zellen, die in
der basalen Zellschicht der Epidermis zu finden sind, bilden primdre Melanome aus
Vorlaufer-Lasionen (Lentigo maligna, dysplastische Naevuszellnavi, kongenitale Navi) oder
direkt als Neubildungen (de Braud et al., 2003; Dahl und Guldberg, 2007; Bandarchi et al.,
2010). Die Entstehung und das Voranschreiten im Wachstum wird von einer Reihe
histologischer Veranderungen begleitet, die mit dem 5-stufigen Clark-Model (Clark, 1991)
beschrieben werden (Abb. 1). Stadium 1 benennt Navi, also gutartige Lasionen, die durch
eine vermehrte Anzahl von unregelmaflig angeordneten Melanozyten charakterisiert sind.
Stadium 2 umfasst dysplastische Navi, die zufallige, atypische zytologische Veranderungen
aufweisen. Stadium 3 beinhaltet Melanome in der radialen Wachstumsphase (radial growth
phase — RGP). Hier breiten sich die Zellen lokal invasiv aus und infiltrieren vereinzelt die
Dermis. In der anschlieRenden Wachstumsphase (vertical growth phase — VGP; Clark-
Stadium 4) infiltrieren Melanomzellen in Form von ,Clustern“ die Dermis und das subkutane
Fettgewebe. Hierdurch findet auch die Invasion in Blut- und LymphgefaRe statt und fihrt
deshalb zu einer Erhdhung des Metastasierungsrisikos. Die Fernmetastasierung ist der
letzten Schritt und wird mit dem Stadium 5 beschrieben (Clark, 1991; Dahl und Guldberg,

2007; Gremel et al.,, 2009). Die Fernmetastasierung erfolgt vorwiegend Uber das
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Lymphsystem (Lymphknoten) sowie den Blutweg mit Fernmetastasen vor allem in Gehirn,

Leber, Lunge und Skelettsystem.

Clark-Stadien Normal
1 Nawvus
] Benigne Navi
2 Atypischer Navus
3 Radiale Wachstumsphase
Primare Melanome
4 Vertikale Wachstumsphase
5 Lokale Metastasen
Metastasierende
Fernmetastasen Melanome

Abbildung 1: Stadien der Melanomprogression. Melanozyten sind in der basalen Schicht der
Epidermis zu finden. In der radialen Wachstumsphase (Stadium 3) filtrieren die Zellen eher die
Epidermis, wéhrend sie in der vertikalen Wachstumsphase die Basalmembran durchdringen und die
Dermis und das subkutane Fettgewebe infiltrieren (Stadium 4) bevor sie dann metastasieren (Stadium
5) (Gremel et al., 2009).

Die Entstehung eines Melanoms wird durch exogene und endogene Faktoren begunstigt. Ein
heller Hauttyp (Hauttyp | und Il), eine hohe Sonnenlichtexposition (hauptsachlich UV-B-
Strahlung), starke Sonnenbrande, eine hohe Anzahl von Muttermalen, familidre Disposition,
Immunsuppression und ein héheres Lebensalter wurden als Risikofaktoren identifiziert. Es
wird angenommen, dass 65 % aller Melanome auf intensive Sonnenlichtexposition
zurlckzufuhren sind (de Braud et al., 2003; Bandarchi et al., 2010; Pacheco et al., 2011).
Das maligne Melanom charakterisiert, neben der hohen Mortalitat, auch eine hohe
Apoptose- und Chemotherapeutikaresistenz. Damit ist das Auftreten von Fernmetastasen

auch Jahre nach der Entfernung des Primartumors maglich (Garbe und Leiter, 2009).

Die sogenannten ABCD-Kriterien wurden von den National Institutes of health (NIH)

entwickelt, um mdglichst frihzeitig veranderte Lasionen diagnostizieren zu kénnen und so
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die Entwicklung von Melanomen zu verhindern bzw. diese friihzeitig zu diagnostizieren
(Masci und Borden, 2002; de Braud et al., 2003). Man bericksichtigt dabei folgende

Kriterien:
Asymmetry - Asymmetrie: Die Lasion I&sst sich in zwei gleiche Halften teilen (Abb. 2A).

Border irregularity - unregelmaflige Begrenzung: Die Rander der Lasion sind unregelmalig

und/oder gezackt oder ausgefranst (Abb. 2B).

Color variability - Farbveranderungen: Keine einheitliche Farbung; rote, braune, blauliche,

schwarze und/oder ungefarbte Bereiche (Abb. 2C).

Diameter - Durchmesser: Der Durchmesser der L&sion betragt mehr als 5 mm oder

vergroferte sich signifikant in nur kurzer Zeit (Abb. 2D).

Asymmetrie Begrenzung

om

Abbildung 2: Die ABCD-Kriterien beim malignen Melanom.
A: Assymetrie

B: Begrenzung

C: Farbe

D: Durchmesser

Die klinischen Bilder wurden von Christoph C. Geilen zur Verfiigung gestellt
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Das maligne Melanom wird aufgrund von Wachstumskriterien in folgende vier Haupttypen
untergliedert (de Braud et al., 2003; Bandarchi et al., 2010).

Supeffiziell spreitendes Melanom (SSM)

Die haufigste Form des malignen Melanoms ist dadurch charakterisiert, dass die Lasion
stark pigmentiert und anfangs flach ist, sowie asymmetrisch und ungleichmafig wachst. Die
Lasion wird im spateren Stadium zu einem asymmetrischen Fleck mit klaren Randern und
einer ungleichmafigen Farbung. Diese Art von Melanomen kann sehr langsam und Uber

Jahre wachsen.

Noduldres Melanom

Das noduldare Melanom ist, wie der Name schon sagt, ein Knoten mit scharfen
Abgrenzungen zur umliegenden Haut und einer dunkleren haufig einheitlichen
Pigmentierung. Diese Lasion ist durch ein friihes vertikales Wachstum und schnelle Invasion
in die Dermis charakterisiert. Diese Lasionen treten haufiger beim Mann auf und sind
Uberwiegend am Rumpf, Kopf und Nacken zu finden. Sie zeichnen sich durch hohe

Aggressivitat aus.

Lentigo maligna-Melanom (LMM)

An sonnenexponierten Hautarealen wie dem Gesicht und den Oberarmen tritt diese Variante
haufig auf. Besonders altere Patienten sind betroffen, wobei das LMM nur 5% der Melanome
ausmacht. Das LMM entwickelt sich aus linsenférmigen malignen Lasionen, die auch
Hutchinson-Flecken genannt werden. Charakteristisch ist ein langsames Wachstum,
infolgedessen es auch nur in seltenen Fallen metastasiert. Typisch sind grof3e, braun-

schwarze Lasionen.

Akrolentiginbéses Melanom

Diese Melanomform tritt an Handen, FURen oder unter den N&geln auf und neigt zur
Ulzeration. Es ist selten bei hellen Hauttypen zu finden und reprasentiert etwa 35% aller
Melanome, die sich bei dunkelhdutigen, lateinamerikanischen und asiatischen Menschen
ausbilden (Abb.3).
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Neben diesen vier Hauptformen existieren weitere seltene Melanomformen. Das Uvea-
Melanom ftritt in der pigmenttragenden Schicht der mittleren Augenhaut (Uvea) auf und ist
eine relativ seltene Form des Melanoms. Zu den seltenen Formen gehért auch das
Schleimhaut-Melanom, das in allen Schleimhauten, also im Mund, im Genitalbereich, dem
Respirations- oder dem Gastrointestinaltrakt auftreten kann und das neurotrope Melanom,
eine grof¥flachige Lasion im Kopf-Halsbereich, die sich durch atypische Melanozyten und in
der Immunhistologie durch Melan-A-Negativitat auszeichnet. Andere seltene Varianten sind
das amelanotische Melanom, bei dem aufgrund der Entartung der Zellen kein Pigment mehr
gebildet wird. Dadurch ist es besonders tiickisch, weil es oft erst sehr spat erkannt wird und
dann bereits metastasiert ist. Das polyploide Melanom hat eine multilobulare Gestalt und
wachst zum grofiten Teil Uber die Oberflache der Epidermis hinaus. Es ist haufig auf dem

Rucken lokalisiert.

LMM

Abbildung 3: Unterteilung des Melanoms in mehrere Haupttypen.
A.  Superfiziell spreitendes Melanom (SSM)

B.  Nodulédres Melanom (NM)

C. Lentigo malignes Melanom (LMM)

Die klinischen Bilder wurden von Christoph C. Geilen zur Verfligung gestellt
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Neben der genannten morphologischen Klassifikation kann auch eine histologische
Klassifikation erfolgen. Die histologische Klassifikation eines malignen Melanoms
berucksichtigt die Tumordicke, die Tiefeninvasion des Primartumors und die Metastasierung.
Daflir wird die Tumordicke nach Breslow und die Invasionslevel nach Clark herangezogen.
Die Tumordicke nach Breslow umfasst die absolute Dicke des Tumorgewebes von der
Granularzellschicht  (Stratum granulosum) der Epidermis bis zum tiefsten noch
nachweisbaren Tumorgewebe (Breslow, 1970). Die Invasionslevel nach Clark bestimmen die

Eindringtiefe des Tumors in die verschiedenen Schichten der Haut (Clark et al., 1969).

Level I: In situ: Die Gesamtheit der Tumorzellen befindet sich oberhalb der

Basalmembran, innerhalb der Epidermis.

Level Il Uberschreitung der Basalamembran und Invasion in die Papillenschicht

(Stratum papillare) der Dermis

Level IlI: Invasion bis an die Grenze zur Netzschicht (Stratum reticulare) der Dermis
Level IV: Invasion in die Netzschicht
Level V: Invasion in das Unterhautfettgewebe

SchlieRlich lasst sich die allgemein gultige TNM-Klassifikation nach Harmer und Denoix auch
fir das Melanom anwenden. T steht fir die Ausbreitung und das Verhalten des
Primartumors; N steht fiir die Lymphknoten (engl. nodes) besonders in Bezug auf regionare
Lymphknotenmetastasen; M steht fur Metastasen in Bezug auf Fernmetastasen (Harmer et
al., 1970).

1.1.1 Melanomtherapie beim Menschen

Grundsatzlich ist die Friherkennung eines malignen Melanoms fir den Therapieerfolg
mafgeblich. Die vollstandige chirurgische Entfernung des Primartumors im Stadium | fihrt
bei betroffenen Patienten zu einer Uberlebensrate von Uber 90%. Wenn es im
fortgeschrittenen Stadium bereits zur Metastasierung in verschiedene Organe wie Lunge,
Leber, Knochen oder Gehirn gekommen ist, schrankt das die Mdglichkeiten einer operativen
Entfernung stark ein (Gremel et al., 2009). Die geringe Uberlebensrate und damit
verbundene schlechte Prognose flir die Betroffenen ist vor allem auf die hohe
Chemotherapeutika-Resistenz beim metastasierten Melanom zuriickzuflihren. Diese hohe
Resistenz ist u.a. mit Defekten in der proapoptotischen Signalkaskade in Melanomzellen zu

erklaren. Es bestehen molekulare Veranderungen im Apoptosesignalweg, wie die
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Aktivierung von antiapoptotischen Faktoren (Soengas und Lowe, 2003), die Reaktivierung
von Uberlebenssignalen (Eberle et al., 2007) und die Inaktivierung von proapoptotischen

Faktoren (Soengas und Lowe, 2003).

Zur Therapie des malignen Melanoms standen bis zum Jahr 2011 nur drei von der US-
amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehérde (FDA = Food and Drug Administration)
zugelassene Substanzen zur Verfigung. Dacarbazin (DITC), das 1975 zugelassen wurde,
hochdosiertes Interleukin-2 (IL-2) zur Immuntherapie, zugelassen 1998 und Ipilimumab (anti-
CTLA-4-Antikorper), zugelassen 2011. Haufig wird auch Interferon-alpha (IFN-a) zur
Therapie eingesetzt, oder eine Kombination aus IL-2 und IFN-a. Bei der Behandlung mit
DITC und IL-2 und/oder IFN-a zeigten sich nur geringe Ansprechraten, die haufig mit hohen
Nebenwirkungen verbunden sind und keinen positiven Effekt auf die Gesamtuberlebensrate
hatten (Mouawad et al., 2010; Pacheco et al., 2011). Dies macht die Entwicklung neuer,
wirksamer Substanzen und Strategien mehr als notwendig. Hoffnungsvolle Therapieansatze
und Therapiestrategien sind daher die Gruppe der Signalkaskaden-Inhibitoren. Ein Beispiel
ist die Inhibiton der Rezeptortyrosinkinase (RTK) c-KIT, da die Aktivierung von c-Kit zur
Stimulation des MAPK (Mitogen-aktivierte Proteinkinasen), des PI3K-Akt/PKB- und des JAK-
STAT-Signalweges fuhrt. Imatinib (Zulassung 2001), ein Tyrosinkinase-Inhibitor, wies
bessere Ansprechraten, eine Verlangerung des progressionsfreien Uberlebens bis zu sechs
Monate, Tumorrickgang und als erste medikamentdse Therapie beim Melanom ein

verbessertes Gesamtiberleben (ein Jahr; 51% der Patienten) auf (Nikolaou et al., 2012).

Der Ras-Signalweg ist ebenfalls von zentralem Interesse in der Melanom-Forschung, da die
Signalkaskade das Uberleben der Zellen, die Proliferation und die Invasion durch zwei
verschiedene Signalwege, den MAPK- und den PI3K-Akt/PKB-Signalweg, unterstitzt. Bis zu
20% der Melanome weisen eine Mutation von N-Ras auf. Damit war Ras eine
vielversprechende Zielstruktur fir die Behandlung von Melanomen aber auch anderer
Tumorarten. Leider haben Phase Il Studien mit dem Farnesyltransferase-Inhibitor lonafarnib,
der die Translokation von Ras an die Plasmamembran hemmt, keine Uberzeugenden
Ergebnisse gebracht. Es wurde aber darauf hingewiesen, dass die Ras-Inhibition die
Effizienz von anderen Therapieansatzen, wie Cisplatin oder Sorafenib, synergetisch

verstarken kann (Nikolaou et al., 2012).

B-RAF ist das am haufigsten mutierte Onkogen im Melanom. An die 60% aller Melanome
weisen eine aktivierende B-RAF-Mutation auf. Selektive B-RAF-Inhibitoren wie zum Beispiel
PLX4032/ Vemurafenib (Zulassung 2012) zeigten ein 80%-iges Ansprechen in Phase |
Studien und in Phase lll Studien sowie ein signifikant verlangertes progressionsfreies
Uberleben im Vergleich zu Patienten, die mit Dacarbazin (DTIC) behandelt wurden (Flaherty

et al., 2010; Pacheco et al., 2011; Nikolaou et al., 2012). Auch selektive Inhibitoren gegen
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MEK-Kinasen wie zum Beispiel AZD6244 zeigten vielversprechende Wirkungen in
Melanompatienten. Der Nachteil von Kinaseinhibitoren liegt in der Resistenzentwicklung
gegen sie, da alternative Signalwege aktiviert werden kénnen. Die Bestimmung des
Mutationsstatus der einzelnen Patienten macht diese Therapien individualisierbar aber auch
aufwendiger (Blank et al., 2011). Weitere Therapiestrategien sind die Hemmung
antiapoptotischer Proteine, wie Bcl-2 oder Mcl-1 sowie die Aktivierung von
Tumorsuppressoren und die Blockierung der Angiogenese von Tumoren mit spezifischen
Antikérpern und die Immuntherapie (Blank et al., 2011). ). Die momentan aktuellste und
wirkungsvollste Therapieoption stellt der Antikérper PD-1, dar (Zulassung 2014) mit
Ansprechraten von bis zu 41%. Die Wirkungsweise des AntikOrpers basiert auf der
Blockierung der Interaktion von PD-1 und seinem Liganden PDL1, der von Zellen des
Tumorstromas und von Tumorzellen selbst gebildet wird. Durch die Blockierung wird die
immunsupressive Wirkung des Liganden abgeschwacht und die T-Zell-Antwort gegen das

Tumorgewebe gestarkt (Topalian et al., 2012).
1.2 Apoptose

Das Wort Apoptose beschreibt den programmierten Zelltod und ist abgeleitet von dem
altgriechischen Wort &motritrtelv. = apopiptein, welches mit dem Wort ,Abfallen zu
Ubersetzen ist. Dieser Prozess wurde 1842 von Carl Vogt beim Studium der Entwicklung von
Kaulquappen (Vogt, 1842) entdeckt und beschrieben. Die Bedeutung dieses Vorganges
wurde allerdings erst tUber 100 Jahre spater erkannt und unter dem Begriff Apoptose
bekannt. Die Biologie verwendet den Begriff, um das physiologische Absterben von Zellen
nach einem bestimmten Muster zu beschreiben und spricht daher auch vom programmierten
Zelltod (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980).

Die Apoptose ist ein evolutionar hoch konservierter Mechanismus und von essentieller
Bedeutung fiir das zellulare Gleichgewicht, die Zellhomoo6stase und die Embryogenese
(Koolman und Réhm, 2003; Brenner et al., 2008). Die Apoptose ist ein aktiver, ATP-
verbrauchender und regulierter biochemischer Prozess. So kénnen Zellen ohne Schadigung
des Nachbargewebes zugrunde gehen. Jede Zelle mehrzelliger Organismen verflgt Uber die

Méglichkeit, Apoptosesignalwege zu aktivieren und aus dem Zellverbund entfernt zu werden.

Die Apoptose ist durch bestimmte morphologische und biochemische Veranderungen genau
definiert und wird haufig von einer Familie von Proteasen, den sogenannten Caspasen
vermittelt. Betroffene Zellen schrumpfen, die DNS wird fragmentiert und es kommt zur
Chromatin-Kondensation wobei die Zellmembran erhalten bleibt. Es schniren sich
exozytotisch Membranvesikel, die Zellfragmente enthalten, von der Plasmamembran ab.

Man bezeichnet sie als apoptotische Kérperchen (apoptotic bodies). Die Zelltrimmer und
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Zellreste werden von Makrophagen und anderen phagozytierenden Zellen aufgenommen
und damit wird verhindert, dass zytosolische Bestandteile in den extrazellularen Raum
gelangen und Entziindungsreaktionen auslésen (Hengartner, 2000; Johnstone et al., 2002;
Harada und Grant, 2003; Tait und Green, 2010). Dies unterscheidet die Apoptose von
anderen Formen des Zelltodes, wie der Nekrose, bei der es zu Zellschadden und
Entziindungsreaktionen des umliegenden Gewebes kommt, da die Zellen zerfallen. Dartber
hinaus unterscheidet sich die Nekrose von der Apoptose auch dadurch, dass sie
energieunabhangig stattfindet. Anders als die Apoptose erfolgt die Nekrose nicht nach einem
Signalkaskadenplan, sondern kann durch vielfaltige Ereignisse, wie Verletzungen des
Gewebes (mechanische Zerstérung) aber auch durch andere physikalische und chemische

Reize (Hypoxie, Ischamie, bakterielle Infektion) ausgeldst werden (Leist und Jaattela, 2001).

Apoptose-Dysregulation spielt bei verschiedenen Erkrankungen eine bedeutende Rolle, wie
zum Beispiel bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Morbus
Parkinson. Bei der Apoptose-Dysregulation erfolgt teilweise eine Verstarkung der Apoptose,
aber auch ein Ausbleiben von Apoptose, so kann zum Beispiel eine fehlende Apoptose bei
der Lymphozytenentwicklung zu Autoimmunerkrankungen fiihren (Goldin und Landgren,
2009). Der Zusammenhang zwischen Apoptoseunterdriickung und maligner Entartung von
Zellen ist zweifelsfrei belegt (Vermeulen et al., 2005). Tumorzellen entziehen sich dadurch
der Selbstkontrolle, sowie auch der Kontrolle des Immunsystems (Igney und Krammer, 2002;
Kim et al., 2005). Zur Blockierung der Apoptosesignalwege kommt es entweder durch
inaktivierende  Mutationen  proapoptotischer Gene oder durch  Uberexpression
antiapoptotischer Faktoren. Die Entstehung von Therapieresistenzen bei vielen
Tumorentitaten ist oft auf eine Apoptosedefizienz zurtickzufiihren. (Eberle et al., 2007; Fulda,
2009).

1.2.1 Signalwege der Apoptose

Die Apoptose ist ein mehrfach regulierter und kontrollierter Vorgang und kann Uber
verschiedene Wege aktiviert werden. Haufig minden diese verschiedenen Signale aber in
zwei verschiedene Apoptosesignalwege, dem extrinsischen und dem intrinsischen
Signalweg. Beiden Wegen gemeinsam ist die Endstrecke, die zur Fragmentierung zellularer

Strukturen und zum morpholischen Korrelat der Apoptose flhrt.

Der extrinische Signalweg wird Uber Todesrezeptoren wie TNF-a (Tumor-Nekrose-Faktor-
alpha), TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) oder CD95 (Cluster of Differentiation
95) vermittelt, der intrinsische Signalweg wird durch zellularen Stress (DNS-Strangbriiche,
p53) induziert und fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom C aus den Mitochondrien (Fulda und
Debatin, 2006; Tait und Green, 2010). Uber das Bcl-2-Protein Bid (BH3-interacting domain

death agonist) sind beide Signalwege miteinander verbunden (Youle und Strasser, 2008).
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Die Aktivierung von Proteasen (Caspasen) und die Spaltung von Todessubstraten flhrt
anschlielRend zum Zelltod (Fischer et al., 2003; Riedl und Shi, 2004).

1.2.2 Der extrinsische Signalweg

Durch die Bindung von Todesliganden (CD95L, TRAIL oder TNF-a) an die entsprechenden
Todesrezeptoren der TNF-Rezeptor-Superfamilie (CD95, TRAIL-R1, -R2 oder TNF-R1) wird
der extrinsische Weg der Apoptose induziert. Dies kann zur Aktivierung der
Caspasensignalkaskade fihren (Wang und El Deiry, 2003; Lavrik et al., 2005; Krammer et
al., 2007), darUberhinaus aber auch zu der Aktivierung des NF-kB-Signalweges. Durch
Bindung der Todesliganden an ihre Rezeptoren kommt es zu einer Oligomerisierung der
Todesrezeptoren und intrazellular zur Ausbildung des DISC (englisch: Death Inducing
Signaling Complex), eines proapoptotischen Multiproteinkomplexes, sowie der Aktivierung

der Initiatorcaspasen-8 und -10 (Krammer et al., 2007).

Die Procaspasen-8 und -10 werden durch das Adapterprotein FADD (englisch: Fas-
associated death domain protein) an die zytoplasmatische Todesdomane des
Todesrezeptors gebunden (Nunez et al., 1998; Wang et al., 2005). In Typ I|-Zellen (z.B.
Lymphozyten) kann dies direkt zur Aktivierung der Effektorcaspasen flhren, was zur
Spaltung von Todessubstraten wie ICAD (englisch: Inhibitor of Caspase Activated DNase)
und PARP (englisch: Poly-(ADP-ribose)- polymerase) und letztendlich zur Fragmentierung
der DNS und damit zum Zelltod fiihrt.
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Abbildung 4: Hauptsignalwege der Apoptose (verédndert nach Eberle et al., 2007) Die Abbildung
zeigt die schematische Darstellung der beiden Apoptosewege.

Mit freundlicher Genehmigung von J. Eberle

1.2.3 Der intrinsische Signalweg

Der intrinsische Signalweg wird auch als mitochondrialer Apoptosesignalweg bezeichnet, da
hier Mitochondrien eine zentrale Rolle spielen. Als Kraftwerke der Zelle sind sie einerseits fur
die Energieproduktion zustandig, andererseits aber auch fur den intrinsischen Signalweg der
Apoptose (Kroemer et al., 2007; Fulda, 2010). Durch Zell- oder DNS-Schaden, Hypoxie,
eine Chemotherapie oder durch Interaktionen mit dem extrinsischen Signalweg wird der
intrinsische Signalweg aktiviert (Ziegler und Kung, 2008; Tait und Green, 2010). Durch

Permeabilisierung der auleren Mitochondrienmembran und dem Verlust des
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mitochondrialen Membranpotentials Aym kommt es zur Freisetzung von proapoptotischen
Faktoren, beispielsweise Cytochrom C, aus den Mitochondrien in das Cytoplasma
(Gonzalvez und Ashkenazi, 2010). Die Cytochrom C-Freisetzung gilt als irreversibler Schritt
im intrinsischen Signalweg (Tait und Green, 2010). Neben Cytochrom C werden auch der
proapoptotische Faktor SMAC (engl.: Second mitochondrial activator of caspases) und AlF

(engl.: Apoptosis-inducing factor) aus den Mitochondrien freigesetzt.

Die Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie regulieren die Aktivierung des intrinsischen
Apoptosesignalweges (Green und Kroemer, 2004). Freigesetztes Cytochrom C bindet im
Cytosol an Apaf-1 (englisch: apoptotic protease- activating factor-1) und fihrt, zusammen mit
Caspase-9, zur Bildung des sogenannten Apoptosoms, eines Multiproteinkomplexes, der
wiederum zur Aktivierung der Caspase-9 fiihrt. Caspase-9 spaltet Effektorcaspasen
(Caspase-3, -6 und —7) und aktiviert diese (Riedl und Shi, 2004; Chipuk et al., 2010).

Die Caspasen-abhangige Apoptose wird durch SMAC, durch Blockierung der Aktivitat von
Caspaseinhibitoren, den sogenannten clAPs (engl.: cellular inhibitor of apoptosis proteins)
(Fulda und Vucic, 2012) unterstitzt. SMAC und AIF werden auch als Ursache fir eine
Caspasen-unabhangige Apoptose aufgefiihrt, dies wird allerdings immer wieder kritisch und
kontrovers diskutiert (Cande et al., 2004). AIF ist unter physiologischen Bedingungen im
Intermembran-Raum der Mitochondrien lokalisiert und wirkt dort als NADH-Oxidase in der
Elektronentransportkette. Es Kkatalysiert die Caspasen-unabhangige Apoptose nach
Translokation in den Kern durch Chromatin-Kondensation und Fragmentierung der DNS
(Norberg et al., 2010). Der mitochondriale Apoptosesignalweg gilt als Angriffspunkt fir
verschiedene Therapiestrategien (Abb.4) (Wen et al., 2013).

1.2.4 Apoptoseregulation durch die Bcl-2-Proteinfamilie

Wie bereits ausgeflihrt beruht die Apoptoseregulation auf der Wechselwirkung zwischen den
pro- und antiapoptotischen Signalwegen. Dies wird auf besondere Weise, durch die Familie
der Bcl-2 Proteine abgesichert (Eberle et al., 2007). Bcl-2 (engl.: B-cell lymphoma-2) wurde
zum ersten Mal durch Tsujimoto im Jahr 1984 beschrieben (Tsujimoto et al., 1984). Danach
wurden viele Proteine mit strukturell ahnlichen und konservierten Bereichen, den BH (engl.:
Bcl-2 homology)-Domanen identifiziert und klassifiziert. Dabei kann die Familie der Bcl-2-

Proteine in drei Gruppen eingeteilt werden:

* antiapoptotische Bcl-2-Proteine wie Bcl-2, Bcl-xL, Mcl-1 (engl.: myeloid cell leukemia
sequence 1) und

* proapoptotische Bcl-2-Proteine wie Bax, Bak, Bcl-Xs, Bad, Bid und Bik.

* BHS3-only Proteine
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Bei den proapoptotischen Bcl-2-Proteinen lassen sich proapoptotische Multidomanen-
Proteine wie Bax (engl.: Bcl-2 associated X protein), Bak (engl.: Bcl-2 homologous
antagonist killer), Bcl-xS (engl.: Bcl-2-like 1 short) und Bcl-xAK (engl.: Bcl-2-like 1 atypical
killer) und die groRe Gruppe der BH-3-only-Proteine wie Bid, Nbk/Bik (engl.: Natural born
killer/Bcl-2-interakting killer), Bad (engl.: Bcl-2 antagonist of cell death), Noxa und PUMA
(engl.: p53 upregulated modulator of apoptosis) unterteilen (Hossini und Eberle, 2008; Kelly
und Strasser, 2011). Die BH3-only-Proteine gelten als Schliissel zur Apoptosekontrolle. Sie
Nach
Apoptoseinduktion und der Aktivierung der BH3-only-Proteine binden diese an die

sind die direkten Gegenspieler der antiapoptotischen Bcl-2-Proteine.

antiapoptotischen Bcl-2-Proteine. Dadurch neutralisieren sie deren Aktivitat und sorgen flr

die Freisetzung von Bax und Bak.

Anti-apoptotische / Multidomén Pro-apoptotische / Multidomén
Sauger BH4 BH3 BH2 TM Sauger BH4 BH3 BH2 TM
Bcl-2 LU T T Bax L I
Bcl-x, Lt e T Bak — . e e
Bcl-w (e I Bok/Mtd e o e 1 e
Bcl-B L e T ] Bcl-xg EE g T
Nrh/Nr-13 S e[l Bcl-x,, B —
Boo/Diva/Bcl-2-like 10 o e e Bcl-rambo L T e Z2 ]
Mcl-1 L e T Bcl-G, — — — j—
A1/8Bfl-1 e D I 0
Bel-Xgs e e e e
Pro-apoptotische / BH3-only
Bik/Nbk e ] e
Bim/Bod e T
Hrk/Dp5 L B
BNIP3 ——— e | ] —
Bid — —
Bad — —
Bmf — ——
Noxa —— —
PUMA — ——
Spike — —

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Familie der Bcl-2-Proteine. Dargestellt sind die
Gruppen der pro- und antiapoptotischen Bcl-2-Proteine. Die Gruppe der proapoptotischen Bcl-2-
Proteine lasst sich in die Gruppe der Multidomé&nen-Proteine und die der BH-only-Proteine unterteilen.
Zusétzlich sind die BH-Doménen (BH1-4) sowie die Transmembrandoméne (TM) gekennzeichnet
(Eberle und Hossini, 2008).

Mit freundlicher Genehmigung von J. Eberle und A. Hossini
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Die Bcl-2-Proteine befinden sich in direkter Nahe oder direkt an und in der auleren
Mitochondrienmembran. Die antiapoptotischen Bcl-2-Proteine dienen der Stabilisierung der
Mitochondrienmembran, die proapoptotischen Bcl-2-Proteine (Bax, Bak) bilden Poren in der
aufleren Mitochondrienmembran. Diese kdnnen die Membran permeabilisieren, was zum

Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials Aym fuhrt (Kim et al., 2006).

1.2.5 Apoptoseregulation durch reaktive Sauerstoffradikale (ROS)

Zu den Sauerstoffradikalen (ROS, engl.: reactive oxygen species) gehdren unter anderem
das Superoxid-Anion (0O2¢), das Hydroxyl-Radikal (OHe) und Peroxide, wie
Wasserstoffperoxid (H202) (Heinen et al., 2007). ROS kdnnen Uber die NADP-Oxidase
(engl.: nicotinamide adenine dinucleotide phosphate oxidase) generiert werden. Haufig ist
aber die mitochondriale Elektronentransportkette, also die oxidative Phosphorylierung
hauptverantwortlich fur die Entstehung von ROS (Li et al., 2011; Maryanovich und Gross,
2012). Dabei sind moderate ROS-Spiegel auch an Abwehrmechanismen gegen
Mikroorganismen beteiligt. Ferner wirkt ROS als sekundarer Botenstoff zur Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB oder p53. Ein erhdhter ROS-Spiegel 16st oxidativen Stress
aus, was zu Schaden an der Mitochondrienmembran, an Proteinen, der DNS und schlie3lich
zur Apoptose oder Nekrose fihrt. Ein ausbalanciertes ROS-Aufkommen ist fir die Zelle

Uberlebenswichtig (Goossens et al., 1999; Li et al., 2011).

Proteine kénnen direkt durch oxidativen Stress geschadigt werden, da es durch Oxidation
zur Ausbildung von Disulfidbriicken und damit zur Bildung von Protein-Aggregaten kommt.
Die Oxidation von ungesattigten Fettsauren verandert das Gefiige der Lipiddoppelschicht
von Membranen und schadigt deren Zusammenhalt. Die Schaden, die durch ROS induziert
werden, kdnnen sich auch auf genetische und epigenetische Prozesse beziehen. Es kénnen
Basen-Modifikationen stattfinden, die zu DNS-Strangbrichen flihren und Histon-
Modifikationen, die zur DNS-Methylierung fihren (Li et al., 2004; McCubrey und Franklin,
2006; Sadidi et al., 2009; Li et al, 2011; Maryanovich und Gross, 2012). Die
Apoptoseinduktion in verschiedenen Tumor-Zellmodellen nach Erzeugung von ROS durch
verschiedene Substanzen wurde mehrfach beschrieben (Adler et al., 1999, Franke et al.,
2010, Goossens et al., 1999, Kannappan et al., 2010, Lee et al., 2012; Kim et al., 2012), Li et
al., 2004, Lee et al., 2012;).

Die Entstehung von ROS und dessen intrazellulare Konzentration unterliegen der strikten
Regulation durch verschiedene Antioxidantien, wie den Vitaminen C und E, der Gruppe der

Carotinoide und Mineralstoffen wie Selen und Zink (Collins, 1999).
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1.2.6 Caspasen

Caspasen gehdren zu einer evolutionar konservierten Familie von Proteasen. Sie haben eine
zentrale Funktion in apoptotischen und inflammatorischen Signalwegen (Lamkanfi et al.,
2007). Man unterteilt die bisher identifizierten 14 Mitglieder der Caspasen-Familie in drei
Gruppen. Die Gruppe der Zytokin-prozessierenden Enzyme und in die zwei Gruppen der

Apoptose-relevanten Enzyme (Abb.6).

Caspase | 1,4,5,11,12,13 2,8,9,10 3,6,7 14
Entzindung,
Funktion Relfung _ Pro 1 Apoptose Apoptose Keratinozytendifferen-
inflamatorischer
Zytokine Zierung
Initiator- Effektor-
Gruppe caspasen caspasen

Abbildung 6: Funktion von Caspasen in humanen Zellen (Lamkanfi et al., 2007; Rupinder et al.,
2007)

Dabei weisen alle Caspasen Gemeinsamkeiten in ihrer Aminosauresequenz, ihrer Struktur
und ihrer Substratspezifitdt auf. Sie werden als inaktive Proenzyme mit drei wichtigen
Doméanen exprimiert: einer N-terminalen Domane, einer grol’en (etwa 20 kDa) und einer
kleinen (etwa 10 kDa) Untereinheit. Zur Aktivierung werden sie an internen, fur die
Proteolyse zugangliche Stellen gespalten (Riedl und Shi, 2004; Wang et al., 2005). Eine
Besonderheit stellt allerdings die Caspase-9-Aktivierung dar, da Procaspase-9 auch ohne

proteolytische Prozessierung aktiviert werden kann. (Adams und Cory, 2002).

1.2.7 Rolle der Caspasen in der Apoptose

Caspasen sind fur die Apoptoseregulation essentiell. lhre Aktivierung erfolgt entweder
autokatalytisch oder durch andere Caspasen. Der Vorgang der Aktivierung setzt sich wie
folgt zusammen: als erstes wird die Prodoméane abgetrennt und die katalytische Doméane in
verschieden grof3e Untereinheiten gespalten. Damit entstehen die aktiven Caspasen, die ein
Heterotetramer bilden. (Rupinder et al., 2007; Pop und Salvesen, 2009). Fur den Ablauf der
Apoptose sind die Initiatorcaspasen (Caspasen-2, -8, -9, -10) und die Effektorcaspasen

(Caspase-3, -6 und -7) von Bedeutung.
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Die Initiatorcaspasen besitzen als charakteristische Struktur eine groRe Prodoméane, wie die
DED (engl.: death effector domain), die CARD (engl.: caspase recruitment domain) oder die
DID (engl.: death-inducing domain), denen eine zentrale Rolle in der Aktivierung der
Procaspasen zukommt. Die verschiedenen Domanen vermitteln die Interaktion zwischen
Procaspasen und deren Adaptoren und ermdglichen damit die Autokatalyse (Rupinder et al.,
2007). Diese erfolgt in groRen Multiproteinkomplexen, wie dem Apoptosom, dem DISC und
dem PIDDosom (Lamkanfi et al., 2007). Wenn zum Beispiel Todesliganden an den
entsprechenden Todesrezeptoren binden, kommt es zur Trimerisierung des Rezeptors und
damit zur Rekrutierung von Procaspase-8 und FADD. FADD bindet Uber seine Death
Domains (DD) an den Rezeptor und Uber die Death Effector Domain (DED) an die

Procaspase-8.

~p20 ~pl0  Multiprotein-
T Y 1 komplexe
Caspase-8 DISC
c o
w i k"
3. |caspase-10[[DEDTIT0EDT [ | I DISC
5 W
2 |caspase-9 | I 1T T[] Apoptosom
Z-E 152 1L 1331
— : 1]
Caspase-2 __CARD | i L I' U PiDDosom
z!l m
T |caspase-3 - t i
: | x IS
g Caspase-7 ' i |l B
z 17 .
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E Caspase-6 [ H ]:H
- L1 2B L4

Abbildung 7: Caspasenaufbau. Die Position der ersten Spaltstelle, zwischen der gro8en (p20) und
der kleinen (p10) Untereinheit, ist durch einen dicken Pfeil, die weiteren Schnittstellen durch weitere
Pfeile gekennzeichnet. Die Prodoméne der Initiatorcaspasen enthélt DED (death effector domain)
oder CARD (caspase recruitment domain)-Doménen. Eingezeichnet sind die Loops (L1-4), die die
Substrattasche bilden sowie in Rot (roter Strich) die katalytisch aktiven Cysteinreste (erweitert und
veréndert nach Shi, 2002, Quast et al., 2013).
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Dadurch kommt es zur autokatalytischen Aktivierung der Procaspase-8. Die Bindung an
Cytochrom C fuhrt zu einer Konformationséanderung von Apaf-1 (offene Konformation) und
Bindung von ATP und Bindung von Procaspase-9. Daraus entsteht das Apoptosom, ein
Multiproteinkomplex, das als Holoenzym agiert (Adams und Cory, 2002). Das PIDDosom
entsteht, wenn die Procaspase-2 nach genotoxischem Stress durch p53 aktiviert wird und an
die Adapterproteine PIDD (engl.: p53-induced protein with death domain) und RAIDD (engl.:
RIP-associated ICH-1/CED-3-homologous protein with Death Domain) bindet (Tinel und
Tschopp, 2004).

Effektorcaspasen sind die Caspasen-3, -6 und -7. Diese Caspasen unterscheiden sich von
den Initiatorcaspasen strukturell und funktionell darin, dass sie als Dimere vorliegen und
ihnen die lange Prodomane fehlt. Damit fehlt ihnen die Fahigkeit zur Selbstaktivierung.
Effektorcaspasen liegen als inaktive Dimere im Zytosol vor und missen durch
Initiatorcaspasen aktiviert werden (Kumar, 1999; Boatright und Salvesen, 2003). Nachdem
sie gespalten wurden, kontrollieren die Effektorcaspasen hunderte von Todessubstraten, die
fur die Initiation der Apoptose verantwortlich sind (Fischer et al., 2003; Eberle und Hossini,
2008).

1.2.8 Kontrollmechanismen der Caspasen

Es bestehen verschiedene Kontrolimechanismen fiir die Caspasen, die die Inhibition und die
Interaktion zwischen den Caspasen und ihren Aktivatoren beinhaltet. Zum einen kdnnen
aktive Caspasen durch natirliche Caspase-Inhibitoren blockiert werden, zum anderen
kénnen sie auch permanent eliminiert werden. Dies erfolgt Gber einen Ubiquitin-vermittelten
proteosomalen Signalweg (Shi, 2002). Zu den natirlichen Inhibitoren von Caspasen zahlen
die Proteine p35 und p49 und Serpin CrmA (engl.: cytokine response-modifier A). CrmA
inhibiert aktive Caspase-1 und -8, wahrend p35 und p49 pan-Caspase-Inhibitoren sind und
eher unspezifisch inhibieren (Nunez et al., 1998; Shi, 2002; Eckelman et al., 2006).

Die Familie der clAPs (engl.: cellular inhibitor of apoptosis proteins) stellt spezifische
Caspaseninhibitoren dar, deren charakteristisches Merkmal die BIR-Doméanen (engl.:
baculovirus IAP repeat) ist. Es handelt sich um Zink-bindende, antiapoptotische Strukturen
(Riedl et al., 2001; Salvesen und Duckett, 2002; Scott et al., 2005). Bisher wurden acht IAPs
identifiziert: XIAP, clAP-1, clAP-2, NIAP, ILP-2, Livin, Bruce und Survivin (Deveraux et al.,
1999a; Deveraux et al., 1999b; Eckelman et al., 2006; Fulda, 2009a). XIAP (X-chromosome-
linked inhibitor of apoptosis protein) ist das am besten beschriebene IAP. XIAP ist in der

Lage, die Initiatorcaspase-9 und die Effektorcaspase-3 und -7 zu blockieren.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung verschiedener Mitglieder der IAP-Proteinfamilie.
(verdndert nach Scott et al., 2005, Bratton und Salvesen, 2010) Zusétzlich zu der BIR-Doméne haben
die meisten IAPs auch noch andere funktionelle Doménen. Die RING-Doméne, eine E3 Ligase, die
entsprechende Targets zur Degradierung zum Ubiqutin-Proteasom-System leitet, ist in vielen IAPs
vorhanden. Caspase-Rekrutierungsdoménen (CARDs) kénnen  Protein-Protein-Interaktionen
vermitteln, obwohl! die Bindungspartner der IAP-CARDs bis jetzt noch nicht identifiziert sind. Die UBC-
Doméne &hnelt der Ubiquitin-konjugierenden Domé&ne in anderen Ubiquitin-konjugierenden Enzymen.
Die NACHT-Doméne ist nur in dem neuronalen IAP (NAIP) zu finden und die Leucinreichen
Wiederholungen (LRR) &hneln denen in den Toll-like Rezeptoren und dienen als Pathogensensoren
(Eckelman et al., 2006).

Die IAPs werden mit der Regulation der Caspasen-abhangigen Apoptose in Verbindung
gebracht, sind aber auch in verschiedenen anderen Signalwegen involviert, wie der NF-kB
Aktivierung (Galban und Duckett, 2010), der Metastasierung, der MAPK- (engl.: Mitogen-
activated protein kinase) Signalgebung und der Mitose (Salvesen und Duckett, 2002; Dogan
et al.,, 2008; Mehrotra et al, 2010). Die Expression von verschiedenen I|APs in
unterschiedlichen Tumoren mit Chemotherapieresistenz ist oft mit Progression und
schlechter Prognose verbunden (LaCasse et al.,, 2008). Reguliert werden die IAPs durch
verschiedene natlrliche Antagonisten, von denen allerdings nur fir SMAC der Mechanismus

beschrieben ist.
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SMAC ist ein mitochondriales Protein, das im Intermembranraum der Mitochondrien
lokalisiert ist. Es wird Uber seine Lokalisation innerhalb der Zelle reguliert. SMAC wirkt
proapoptotisch, da es die Bindung der IAPs an Caspasen und somit ihre Inhibition blockiert.
Diese Erkenntnis flihrte zu der Entwicklung der SMAC-Mimetika, synthetischen Peptiden, die
den physiologischen IAP-Inhibitor SMAC/DIABLO nachahmen. Der therapeutische Wert wird
in verschiedenen klinischen Studien dieser Peptide derzeit untersucht (Jost et al., 2009;
Gyrd-Hansen und Meier, 2010).

1.3 TRAIL und seine Rezeptoren

TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) gehoért zur Familie der TNF-
(engl.: tumor necrosis factor) Zytokin-Superfamilie. Im Jahr 1995 wurde TRAIL durch zwei
unabhangige Arbeitsgruppen auf Grund der Sequenzhomologie zu TNF-alpha und
CD95/FAS-Ligand entdeckt (Wiley et al., 1995; Pitti et al., 1996).

TRAIL ist ein Typ-ll Transmembranprotein, d.h. der C-Terminus liegt extrazellular und der N-
Terminus intrazellular. Der C-Terminus von TRAIL ist der Teil, der die Sequenzhomologien
mit anderen TNF-Familienmitgliedern aufweist. Diese Domane kann proteolytisch
abgespalten werden und als lI6slicher Ligand vorliegen (Abe et al., 2000; Almasan und
Ashkenazi, 2003). Bei TRAIL handelt es sich um ein Homotrimer, das an drei
Rezeptormolekiile bindet. Ein Zinkatom, welches von Cysteinresten am trimeren Liganden
gebunden wird, ist essentiell fiir die Stabilitat und die optimale biologische Aktivitat (AlImasan
und Ashkenazi, 2003; Wang und EI Deiry, 2003).

Das Besondere an TRAIL ist, dass es anders als die anderen TNF-Familienmitglieder in
einer Vielzahl von Geweben konstitutiv exprimiert ist. Das weist darauf hin, dass TRAIL in
vivo nicht zytotoxisch ist (Wang und El Deiry, 2003; Di Pietro und Zauli, 2004). TRAIL-
Knockout-Mause entwickeln sich vollkommen normal, sind fertii und weisen keine
hamatologischen Defekte auf. Die Sensitivitdt dieser Tiere flr immunoinflammatorische
Erkrankungen wie rheumatoide Arthritis ist allerdings stark erhéht. TRAIL hat also auf die
Entwicklung keinen, aber auf die Regulation des Immunsystems einen entscheidenden

Einfluss. Zellen des Immunsystems exprimieren TRAIL vermehrt, wie zum Beispiel

Makrophagen, NK-Zellen, dendritische Zellen, CD4 -T-Zellen oder Monozyten. Die
Immuniberwachung und die Tumorsuppression sind die Hauptaufgaben von TRAIL
(Almasan und Ashkenazi, 2003; Di Pietro und Zauli, 2004; Dimberg et al., 2012b;

Maksimovic-lvanic et al., 2012). Dabei spielen Zytokine wie TRAIL auch eine wichtige Rolle
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in der Apoptose, beim Zellwachstum, in der Differenzierung und in verschiedenen anderen
Signalwegen (Srivastava, 2001; Di Pietro und Zauli, 2004).

TRAIL bindet an zwei agonistische Todesrezeptoren DR4 (Death Receptor 4), auch TRAIL-
Rezeptor-1  genannt, und DR5 (TRAIL-R2). Beide Rezeptoren sind Typ-I-
Transmembranproteine mit einer extrazellularen Domane und einer intrazellularen
Todesdoméane. Allerdings kann TRAIL auch an zwei antagonistische Decoy-Rezeptoren
DcR1 (TRAIL- R3) und DcR2 (TRAIL-R4) und an den I6slichen Rezeptor OPG
(Osteoprotegrin) binden, welches ebenfalls ein Decoy-Rezeptor ist (Johnstone et al., 2008;
Mahalingam et al., 2009). Der DcR1 ist ein reines Oberflachenprotein ohne zytosolische
Doméane, wohingegen DcR2 dber eine verkurzte, funktionslose zytoplasmatische
Todesdomane verfiigt. Beide TRAIL-Decoy-Rezeptoren sind daher nicht in der Lage ein
Todessignal weiterzuleiten. Sie konkurrieren allerdings direkt mit DR4 und DRS5 um die
TRAIL-Bindung (Almasan und Ashkenazi, 2003). Die agonistischen Rezeptoren DR4 und

DR5 und scheinen ubiquitar exprimiert zu sein (Abb. 9).

TNF-alpha CD95L/FasL TRAIL
I 1T 1T l

THNF-R1 TNWNF-R2 CD8&%Fas DcR-32 TRAIL-R1 TRAIL-RZ DcR-1 DcR2

T L I O T T S I 1881
AU QI A J.!.iiHliéii&“illiilmlﬁmmmﬁdilHJ!J i imm i

TRADD TRAF-2
FADD TRAF-3
Cystein-reiche

| : Domanen

1 I Todesdomanen

Caspasen —————s Apoptose 1_ NF-kappaB

FADD - FADD FADD - -

Abbildung 9: Todesliganden und ihre Rezeptoren. Schematische Darstellung der bedeutsamsten
Todesliganden und der entsprechenden Todesrezeptoren sowie nachgeschalteter Signalwege
(verdndert nach Eberle et al., 2007).

Mit freundlicher Genehmigung von J. Eberle
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1.3.1 Aktivierung alternativer Signalwege durch TRAIL

Eine Behandlung mit TRAIL kann auf Zellen auch pro-proliferativ wirken und verschiedene
intrazellulare Signalkaskaden aktivieren. Dazu gehéren der NF-kappa B (engl.: nuclear factor
kappa B)-Signalweg, der MAPK (engl.: mitogen-activated protein kinase)-Signalweg, der
JNK (engl.: c-Jun N-terminal kinase)-Signalweg und der PI3K (engl.: Phosphatidylinositol-3-
kinase)-Akt/PKB (Proteinkinase B)-Signalweg. Die Bindung von TRAIL an DR4 oder DR5
fuhrt unter anderem zur Aktivierung von NF-xB und der MAPKs durch TRADD (engl.:
TNFR1-associated death domain protein). Eine erhéhte NF-kB-Aktivierung konnte mit der
TRAIL-Resistenz von leukamischen und Neuroblastom-Zelllinien in Verbindung gebracht
werden. Die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 (engl.: extracellular signal-regulated
kinase 1/2) durch TRAIL kann zu einem signifikanten Anstieg der Zellproliferation in
verschiedenen Tumorzelllinien und Uber die Expression der antiapoptotischen Proteine Bcl-2

und Bcl-xL zur Apoptoseresistenz fihren.

Der PI3K-Akt-Signalweg ist wichtig bei der Entstehung von Neoplasien, da er die
Proliferation und das Uberleben von Tumorzellen unterstiitzt. Zellen mit PI3K-Mutationen
sind resistent gegen die TRAIL-induzierte Apoptose, was die Bedeutung des PI3K-Akt/PKB-
Signalweges fur die Sensitivierung von Tumorzellen zeigt. TRAIL reguliert neben
Uberlebens-Signalwegen (engl.: survival pathways), physiologische Prozesse, wie die

Hamatopoese und die T-Zell-Aktivierung.

Auch bei weiteren pathologischen Zustanden wie Autoimmunerkrankungen, Diabetes und
Entzindungsreaktionen (Di Pietro und Zauli, 2004; Falschlehner et al., 2007; Johnstone et
al., 2008; Dimberg et al., 2012b) spielt es eine Rolle. Das bedeutet, dass die Aktivierung
eines oder mehrerer Signaltransduktionswege Uber das proapoptotische Signal dominieren
kann und damit dramatische Auswirkungen auf die physiologischen und therapeutischen

Eigenschaften von TRAIL haben kann.

1.3.2 Resistenzentwicklung gegeniiber TRAIL

Die Resistenzentwicklung von Tumorzellen gegen TRAIL ist das gréfite Hindernis in der
Entwicklung einer therapeutischen Nutzung von TRAIL (Wang und EI Deiry, 2003).
Allerdings hatten die Analysen der molekularen Mechanismen der TRAIL-Resistenz auch die
Identifizierung  einiger  charakteristischer Defekte im  Apoptosesignalweg von
Tumorzellenzellen zur Folge. Es konnte gezeigt werden, dass Resistenzmechanismen sich
sowohl an der Membran als auch intrazellular entwickeln kdnnen (Maksimovic-lvanic et al.,

2012). Eine Resistenz, die auf Ebene der Todesrezeptoren entsteht, wird durch eine héhere
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Prasenz von Decoy-Rezeptoren, die mit den funktionellen Todesrezeptoren konkurrieren,
vermittelt. Ein Verlust der Expression von DR4 und/oder DR5 an der Zelloberflache sowie
Mutationen an den Todesrezeptoren kann ebenfalls zur Resistenzentstehung flihren. DR4-
Mutationen konnten in bis zu 44 % der Zellen von Ovarial-, Brust-, Blasen- und
Lungentumoren nachgewiesen werden. Eine TRAIL-Resistenz kann auch durch die
Verteilung der Todesrezeptoren in der Membran entstehen (Zhang und Fang, 2005;
Maksimovic-lvanic et al., 2012; Dimberg et al., 2012b). Darlber hinaus ist die funktionelle
Expression von DR4 und DR5 mit der TRAIL-Resistenz in Lungen-, Kolon- und
Brustkrebszellen in Verbindung gebracht worden (Kim et al., 2000; Jin et al., 2004).

Resistenzmechanismen, die sich auf der intrazellularen Ebene abspielen, sind zum Beispiel
eine verminderte Expression der Initiatorcaspasen-8 und -10, wie es in Melanom-, Kolon-
und Neuroblastomzelllinien nachgewiesen werden konnte (Grotzer et al., 2000; Jin et al.,
2004; Kurbanov et al., 2007). Auch die Uberexpression von c-FLIP, IAPs wie XIAP oder
Survivin  kann zur Entstehung einer TRAIL-Resistenz flihren (Tanaka et al., 2000;
Mahalingam et al., 2009; Dimberg et al., 2012a; Maksimovic-lvanic et al., 2012). In
Tumorzellen vom Typ-ll muss man auch zytoprotektive Moleklle des mitochondrialen
Signalweges mit zu den TRAIL-Resistenz-begiinstigenden Substanzen zahlen. Dazu
gehoren auch antiapoptotische Proteine wie Bcl-2 in Neuroblastom- und Brustkrebszelllinien
oder Mcl-1 in Kolon- und hepatozelluldren Karzinomen (Mahalingam et al., 2009; Gillissen et
al., 2010).

Melanomzelllinien zeigen sich grundsatzlich sensitiv fir die TRAIL-induzierte Apoptose.
Allerdings koénnen sie eine vorhandene oder induzierbare Resistenz, die durch eine
kontinuierliche Behandlung mit TRAIL bewirkt wurde, aufweisen (Zhang et al., 2006;
Kurbanov et al., 2007). Eine induzierbare TRAIL-Resistenz in DR4-positiven Melanomzellen
konnte als nur vorubergehend charakterisiert werden. TRAIL-selektierte Melanomzellen
zeigen eine Herabregulation von DR4 und/oder DR5 und eine Herabregulation der

Initiatorcaspasen und des proapototischen Proteins Bid (Kurbanov et al., 2007).

1.3.3 Therapeutischer Einsatz von TRAIL

Todesliganden haben in vitro und in vivo ihr Potential fir die Tumortherapie gezeigt. Im
Gegensatz zu vielen anderen Chemotherapeutika induzieren sie Apoptose in Tumorzellen
unabhangig von Bcl-2, Bcl-xL und p53. Da diese in mehr als der Halfte der humanen
Tumorentitaten inaktiviert sind, kénnen Todesliganden interessant fir die Therapie von
Tumoren sein, die eine Resistenz gegenliber konventionelle Chemo- und Radiotherapien
aufweisen (Dimberg et al., 2012b; Walczak et al., 2000; Wang und EI Deiry, 2003).
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Die klinische Anwendung von verschiedenen Todesliganden zeigte allerdings eine hohe
Toxizitdt gegen normale Gewebezellen und hatte den Tod von Versuchstieren im
experimentellen Modell zur Folge oder resultierte in starken Entzindungsreaktionen,

septischem Schock oder Leberversagen (Ashkenazi 2002, Kelley und Ashkenazi, 2004)

TRAIL dagegen induziert Apoptose in einer Vielzahl von Krebszellen und hat nur eine
geringe Toxizitat gegentber normalen Zellen. Damit unterscheidet TRAIL sich von allen
anderen Liganden der TNF-Superfamilie und macht es zu einem interessanten Kandidaten

fir die Tumortherapie (Maksimovic-lvanic et al., 2012).

Verschiedenste Krebszelllinien wie zum Beispiel aus Kolon-, Lungen-, Brust-, Prostata-,
Pankreas-, Nieren-, Schilddrisen-Tumore oder Lymphome, Leukdmien und multiplen
Myelomen weisen eine hohe Sensitivitdt gegentiber dem proapoptotischen Effekt von TRAIL
auf (Ashkenazi, 2002; Di Pietro und Zauli, 2004). Tiermodelle mit humanen
Xenotransplantaten fir Kolonkarzinome (LeBlanc und Ashkenazi, 2003), Gliome (Fulda et
al., 2002), multiple Myelome und Lungenkrebs (Mitsiades et al., 2001), die mit TRAIL als
Mono- oder Kombinationstherapie behandelt wurden, zeigten beachtenswerte
Antitumoreffekte (Di Pietro und Zauli, 2004; Cretney et al., 2007). In klinische Studien an
soliden Tumoren und Lymphomen zeigte die Monotherapie mit TRAIL und TRAIL-Rezeptor-
Agonisten geringe Toxizitdt am Patienten aber auch eine beschrankte Effektivitat (Herbst et
al., 2010a; Herbst et al., 2010b; Younes et al., 2010).

Daher scheint die Kombination von TRAIL mit anderen Chemotherapeutika,
Kinaseinhibitoren und biologischen Wirkstoffen zwingend notwendig. Die TRAIL-induzierte
Apoptose in Melanomzellen, konnte durch die Kombinationsbehandlung mit genotoxischen
Agenzien wie Doxorubicin, Cisplatin und Etoposid (Vaculova et al., 2010; Xu et al., 2011), mit
UVB-Bestrahlung (Hornle et al., 2010) oder mit Kinaseinhibitoren (Berger et al., 2011; Berger
et al.,, 2013, Quast et al. 2013, Quast et al., 2014) synergistisch verstarkt werden. Dieser
synergistische Effekt wird durch die Hochregulierung der TRAIL-Todesrezeptoren,
Modulation der Mitglieder der Bcl-2-Famile und die Inhibition der Mitglieder der IAP-Familie

vermittelt.

Viele Tumore schitzen sich durch eine hohe Expression von Decoy-Rezeptoren vor TRAIL-
induzierter Apoptose und so kdénnte sich die Behandlung mit spezifischen, agonistischen
Todesrezeptor-Antikérpern als effizient erweisen. Gegenwartig gibt es einige Studien, die
den therapeutischen Nutzen von spezifischen agonistischen Todesrezeptor-Antikdrpern als
Monotherapie oder in Kombination mit Chemotherapeutika und Kinaseinhibitoren in
verschiedenen Krebsentitdten untersuchen (Johnstone et al., 2008 und Datenbank der

Klinischen Studien: www.ClinicalTrials.gov).
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1.4 Aurorakinasen

Die Aurorakinasen gehoren zur Familie der evolutionar hoch konservierten
Serin/Threoninkinasen und wurden 1995 in Drosophila melanogaster entdeckt. lhre Aufgabe
besteht in der Regulation des Spindelpols wahrend der Zellzeilung (Glover et al., 1995). Es
gibt drei Aurorakinase-lsoformen, Aurorakinase A, B und C, die alle am Kern lokalisiert sind
und grolle Sequenzhomologien in ihrer katalytischen Domane aufweisen. Sie unterscheiden
sich jedoch deutlich in ihrer Funktion (Carmena und Earnshaw, 2003). Aurorakinase A ist die
am besten untersuchte Aurorakinase und ist in die Bildung von Mikrotubuli und der
Spindelpole wahrend der Auftrennung der homologen Chromosomen eingebunden. Diese
Kinase befindet sich wahrend der Interphase des Zellzykus am Zentrosom und wahrend der
Mitose an den Spindelpolen. Urspriinglich wurde das Aurorakinase-Gen BTAK (breast tumor
activated kinase) genannt, da es in Mammakarzinomzellen Uberexprimert ist (Sen et al.,
1997).

Aurorakinase B befindet sich an den Mikrotubuli, besonders an den Kinetochor-Mikrotubuli.
Aurorakinase C ist ein sogenanntes chromosomales Transportprotein, das wahrscheinlich
wahrend der Mitose die Mikrotubuli organisiert. Aurorakinasen sind nicht nur im
Mammakarzinom, sondern bei einer Reihe von anderen Tumorerkrankungen Uberexprimiert,
wie zum Beispiel dem Kolonkarzinom (Katayama et al., 1999), dem Schilddriisen-Karzinom
(Sorrentino et al., 2004), dem Gliom (Reichardt et al., 2003) und den non-Hodgkin
Lymphomen (Humme et al., 2015). Sowohl eine zu niedrige als auch eine zu hohe Aktivitat
der Aurorakinasen wird mit genetischer Instabilitat in Verbindung gebracht. Eine Fehlfunktion
auf Ebene der Aurorakinasen kann Aneuploidie, Zellzyklus-Arrest und Apoptose hervorrufen
(Zhang et al., 2004).

Zahlreiche Studien zeigen einen Zusammenhang zwischen der Dysregulation von
Aurorakinase A und einer schlechten histologischen Differenzierung von Tumoren, sowie
hoéheren Tumorstadien und damit einhergehend ungunstigen Prognosen. DarlUber hinaus
legt die Verbindung zwischen Aurorakinase-A-Uberexpression und Aneuploidie nahe, dass
eine Uberexpression von Aurorakinase-A fiir die Entstehung genetischer Alterationen

verantwortlich ist und damit fir die Karzinogenese (Abb 10).
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Abbildung 10: Aurorakinase-Uberexpression und ihre Folgen Die Uberexpression von
Aurorakinase-A induziert eine Vielzahl von Zellwachstums- und Proliferationsdefekten und férdert so
die Entstehung von Krebs. (Schematische Darstellung verédndert nach Nikonova et al., 2013)

In genomischen Analysen von humanen Melanomzellen wurde eine Uberexpression von
Aurorakinase A nachgewiesen (Pirker et al., 2010). Diese Endeckung machten die
Aurorakinasen auch im Melanom zu einem potentiellen therapeutischen Angriffspunkt.
Wahrend zu Beginn nur die Aurorakinase A als relevante therapeutische Zielstruktur
angesehen wurde, zeigten spatere Untersuchungen auch die Bedeutung von Aurorakinase B
fur die Entstehung von Tumoren. Die gezielte Inhibition der Aurorakinaseaktivitat fihrte in
verschiedenen Studien zum Zellzyklusarrest in der G2/M- Phase und zur Induktion von

Apoptose.
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1.4.1 Aurorakinase Inhibitoren

Die pathologische Funktion der Aurorakinase A-Uberexpression ist in den letzten Jahren
genauer erforscht worden, sodass das Protein als Zielstruktur von immer gréf3erem Interesse
wurde. In den vergangenen Jahren wurden daher einige neue ,Small-molecule“-Inhibitoren
fur die Gruppe der Aurorakinasen entwickelt, von denen sich derzeit mehrere in der
praklinischen oder klinischen Prifung befinden. Die Blockierung der Funktion durch diese
Inhibitoren von Aurorakinase A und B in Melanomzellen zeigte eine antiproliferative Wirkung,
fhrte zu Apoptoseinduktion und zum Zellzyklusarrest (Wang et al., 2010). Erst kurzlich
konnte in Mausmodellen mit Melanom-Xenotransplantaten gezeigt werden, dass die
Inhibition von Aurorakinase die Tumorproliferation blockieren konnte (Lui et al., 2013). Nach
Behandlungsende zeigten 50 % der Melanom-Xenotransplantate keine Progression fir 12

Monate.

Ein bedeutender Vertreter ist der Inhibitor Alisertib (MLN8237). Dieser Inhibitor ist der erste
oral verfigbare und hoch selektive Aurorakinase-A-Inhibitor und fand bereits in
verschiedenen Studien Verwendung (Abb. 11). Die Ergebnisse waren dabei positiv, sodass
sich der Inhibitor mittlerweile in Studien der Phase Il befindet. Beispielsweise konnte in einer
Phase II-Studie in B- und T-Zell-Non-Hodgkin-Lymphomen eine Ansprechrate von 27 %
gezeigt werden (Friedberg et al.2013). Der in dieser Arbeit verwendete Aurorakinase-A-
Inhibitor Alisertib (MLN 8237) ist ein hochspezifischer und potenter Vertreter seiner Gruppe
(ICs0=1 nM), der von Millenium Pharmaceuticals entwickelt wurde (Sells et al., 2008).
Momentan befindet sich der Inhibitor in Studien der Phase Il und aktuell in einer Studie der
Phase Ill beim T-Zell-Lymphom. Bisher konnte eine antiproliferative Wirkung des Inhibitors in
verschiedenen Krebszelllinien nachgewiesen werden (z.B. HCT116, LY-3, PC3, SK-OV-3)
(Sells et al., 2008). Die Spezifitat zeigte sich durch Inhibition der Autophosphorilierung nach
Behandlung mit 0,5 uM in Myelom-Zellen. G2-Arrest, gefolgt von Apoptose, Spaltung von
PARP, Caspase-9 und -3 und Zelltod durch Seneszenz bei langerer Exposition, wurden in
Multiplen-Myelom-Zellen beschrieben. Im Mausmodel konnte flir das Multiple Myelom eine
Anti-Tumor-Wachstum-Wirkung in vivo nachgewiesen werden. Die Uberlebensrate wurde
signifikant erhéht und Tumorvolumina deutlich verringert (Gorgun et al., 2011). In

verschiedenen anderen Tumorentitdten wurde dies ebenfalls bestatigt (Maris et al., 2010).

Studien zur Patientenvertraglichkeit und Pharmakokinetik zeigten, dass eine Dosierung von
2x50 mg/Tag uber 7 Tage fir Patienten tolerabel waren. Unter dieser Dosierung traten als
Nebenwirkungen vorwiegend eine febrile Neutropenie und eine Thrombozytopenie auf. Eine
Akkumulation von mitotischen Zellen in Tumorbiopsien und dosisabhangige Plasmaspiegel

des Inhibitors konnte nachgewiesen werden (Dees et al., 2012).
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Inhibitor Spezifitat Struktur Klinische Studien
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Abbildung 11: Aurorakinase-Inhibitoren Die Tabelle zeigt eine Auswahl aktueller Aurorakinase-
Inhibitoren, deren Spezifitdt und Struktur, sowie in wievielen Studien verschiedener Phasen sich die
Inhibitoren befinden (www.clinicaltrials.gov)
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2. Fragestellung

Das maligne Melanom gehért zu den aggressivsten und therapieresistentesten
Tumorentitaten und ist besonders im metastasierten Stadium mit infauster Prognose
verbunden. Die hohe Mortalitdt macht es zu einem wichtigen Modelltumor. Derzeit gibt es
leider immer noch wenige wirksame Therapiemdglichkeiten. Ein verbessertes Verstandnis
der Apoptoseregulation und der Mechanismen der Resistenzentwicklung ist daher von hoher

medizinischer Bedeutung fiir die Entwicklung von innovativen Therapieansatzen.

Neben den zugelassenen Therapeutika wie Vemurafenib aus der Gruppe der BRAF-
Inhibitoren, Ipilimumab, ein anti-CTLA-4-Antikérper und dem PD-1-Antikérper, sind TRAIL
und agonistische Antikdrper gegen TRAIL-Rezeptoren vielversprechende therapeutische
Ansatze. TRAIL entfaltet seinen apoptotischen Effekt selektiv an einer Vielzahl von
Krebszellen, wahrend gesunde Zellen weitgehend unbeeinflusst bleiben. Der limitierende
Faktor fir einen Einsatz von TRAIL in der Melanomtherapie ist die relativ schnelle

Entwicklung von Resistenzen gegentber TRAIL.

In dieser Arbeit war es das Ziel, in einer reprasentativen Auswahl von humanen
Melanomzelllinien zu untersuchen, ob mittels Inhibition von Aurorakinase A die TRAIL-
Resistenz Uberwunden werden kann und die Zellen fir die TRAIL-induzierte Apoptose
sensitiviert werden kénnen. Neben der Uberprifung einer moglichen Zytotoxizitat des
Kinaseinhibitors Alisertib auf die untersuchten Melanomzellen wurde dessen Wirkung auf die
Apoptoseinduktion, der Zellviabilitat und die Zellproliferation sowie den Zellzyklus untersucht.
Hierbei wurde der Kinaseinhibitor alleine und in Kombination mit TRAIL eingesetzt. Der
Wirkmechanismus wurde auf Ebene der Caspasenkaskade und des mitochondriale
Apoptosesignalwegs untersucht. Darliber hinaus wurden die Bedeutung von reaktiven
Sauerstoffradikalen (ROS) auf die Apoptose und die Involvierung verschiedener Bcl-2-

Proteine und schliel3lich der Einfluss auf p53/p21 untersucht.

Diese Arbeit soll zum besseren Verstandnis der TRAIL-Resistenz beim malignen Melanom
beitragen. Die Uberwindung dieser Resistenz mittels Aurora-Kinase-A-Inhibitoren war und ist
von zentralem Interesse, um so moégliche neue therapeutische Ansatzpunkte zu identifizieren
und zu definieren. Die Grundlage zur moglichen therapeutischen Nutzung von TRAIL in
Kombination mit Kinaseinhibitoren wurde bereits durch andere Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe geschaffen (Quast et al. 2014) und soll durch diese Arbeit erweitert werden.

Die in dieser Dissertation gezeigten Ergebnisse sind nicht Teil anderer Arbeiten.

30



3. Material und Methoden

3.1 Verwendete Zelllinien und ihre Kultivierung

3.1.1 Zelllinien

Humane maligne Melanom-Zelllinien

Es wurden folgende maligne Melanom-Zelllinien verwendet: A-375 (Giard et al., 1973) und
Mel-HO (Holzmann et al., 1988), die aus Primartumoren gewonnen wurden, sowie MeWo
(Kerbel et al., 1984) und Mel-2a (Bruggen et al., 1981), die aus Metastasen gewonnen

wurden.

TRAIL-resistente Melanomzelllinien

TRAIL-resistente Melanomzelllinien wurden durch kontinuierliche Selektion parentaler A-375
Zellen generiert. Daflir wurden parentale A-375 Zellen in Zellkulturflaschen ausgesaat und
mit 100 ng/ml TRAIL fir 8 - 10 Wochen selektiert. Die so selektierten Zellen wurden weiter
passagiert und kontinuierlich in Wachstumsmedium mit 5 ng/ml TRAIL gehalten (Kurbanov et
al., 2007).

3.1.2 Zellkultur — Kultivierung

Die verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrank bei 37°C in einer mit Wasserdampf
gesattigten Atmosphare und 5% CO; kultiviert. Als Medium wurde bei allen Zelllinien DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium; 32430, Gibco) mit 4,5 g/l Glucose, 25 mM Hepes,
Glutamax, 10 % FCS und 1 % Penicillin/Streptomycin verwendet. Es wurde zur Kultivierung
der TRAIL-selektierten Zellen zusatzlich mit 5 ng/ml TRAIL versetzt um die bestehende

Resistenz zu bewahren.

Alle verwendeten Zelllinien wachsen adharent auf dem Boden der Kulturflaschen. Das
Zellmedium wurde etwa jeden dritten Tag gewechselt. Vor jedem Mediumwechsel wurden
die Zellen mit sterilem PBS (ohne Ca®* und Mg?*) gespiilt wurden. Damit wurden tote Zellen

und Stoffwechselprodukte entfernt.

Zur Zellpassage wurden diese ebenfalls mit PBS gewaschen und mit 2 ml Trypsin/EDTA-
LAsung inkubiert. Nach dem Abldsen der Zellen vom Boden wurden sie mit Medium vom
aBoden der Kulturflasche abgespult und in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt. Das
FCS im Medium stoppt die Proteolyse durch das Trypsin. AnschlieBend wurden die Zellen
fur 5 min bei 283 g zentrifugiert und das Pellet in 10 ml Medium resuspendiert. Die Zellen
wurden gezahlt und danach mit entsprechender Zellzahl fur die Versuche, oder zur weiteren

Kultivierung ausgesat.
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3.1.3 Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden mit PBS (ohne Ca®" und Mg”) gewaschen, mit Trypsin vom Boden der
kulturflaschen abgeldst und anschliefend in 10 % FCS-haltigem Medium Uberfihrt und 5 min
bei 283 g zentrifugiert. Das so entstandene Zellpellet wurde in Medium mit 50 % FCS und 20
% DMSO resuspendiert und in Kryoréhrchen Uberflihrt. Das DMSO in der Lésung verhindert
die Bildung von Eiskristallen in den Zellen beim Einfriervorgang. AnschlieRend wurden die
Roéhrchen bei -80°C eingefroren. Zur endgultigen Lagerung wurden die R&hrchen in
Stickstoff-Tanks tberflhrt und bei -140°C aufbewahrt.

3.2 Verwendete Reagenzien

Fir die Stratgie der TRAIL-Sensitivierung wurde der Aurorakinase A Inhibitor Alisertib MLN

8237 von Sellechem eingesetzt.

3.3 Verwendete Antikorper

Die Apoptose wurde mit KillerTRAIL (soluble, human, rekombinant, ALX-201-073, Alexis,
Gruenberg, 20 ng/ml) induziert. Zur Ldsung des KillerTRAIL wurde ein entsprechender
KillerTRAIL Lagerungspuffer (ALX-505-005, Enzo Life Sciences, Ldrrach, Deutschland)

verwendet.

3.4 Zellbiologische Methoden

3.4.1 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie wurde zur multiparametrischen Analyse einzelner Zellen
angewendet. Dabei kdnnen Zellen in Abhangigkeit ihrer GroRe, Granularitat oder Anfarbung
analysiert werden. Die Zellen werden mit Uberdruck durch eine Messkammer gedriickt. Beim
Eintritt in die Kammer werden die Zellen in einer Tragerflissigkeit stark beschleunigt, damit
sich mdgliche Zellaggregate 16sen. Die Zellen werden an einem Argonlaser (Wellenlange A =
488 nm) vorbeigeflihrt. Aus der Vorwartsstreuung (FSC) des Lasers ergibt sich die GroRRe
der Zelle und aus der Seitwartsstreuung (SSC), die Granularitat der Zelle. Uber drei weitere
Messkanale (FL1: A = 530 nm, FL2: A = 585 nm, FL3: A = 650 nm) kann gleichzeitig zu den
anderen beiden Parametern Licht verschiedener Wellenlangen detektiert werden, zur

Analyse von fluoreszenzmarkierten Antikérpern.
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Dieses Verfahren kann Strukturen auf der Zelloberflache oder die Permeabilisierung der
Zellen auch im Zellinneren nachweisen. Die in dieser Arbeit dargestellten
durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden mit einem FACSCalibur
Durchflusszytometer (BD Bioscience) durchgeflihrt. Die Verarbeitung der Daten erfolgte mit
der CellQuest Software (BD Bioscience) oder mittels WinMDI Version 2.9 (The Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA).

3.4.2 Nachweismethoden - Apoptose

Die Fragmentierung von DNS, ist ein charakteristisches Merkmal der Apoptose.
Verschiedene Methoden zum Nachweis von DNS Fragmentierung stehen momentan zur
Verfigung. Ein ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) zum direkten Nachweis von
freien DNS-Enden kann verwendet werden, aber auch der Nicoletti-Assay (Riccardi und
Nicoletti, 2006), bei dem apoptotische Sub-G1-Zellpopulationen mittels durchflusszyto-
metrischer Analyse nach Propidiumjodid-Farbung ermittelt werden. Die Quantifizierung des
Anteils an apoptotischen, hypodiploiden Zellen (Sub-G1-Zellfraktion) in Prozent erfolgte
mittels Durchflusszytometrie. Hierbei wird der DNA-Gehalt von Zellen mittels Pl-Farbung
nachgewiesen. Daflir wurden die Zellen zunéchst trypsiniert und mittels Zentrifugation fir 5
min bei 241 g pelletiert und anschlieRend mit PBS gewaschen und in einer PI-Farbeldsung,
bestehend aus PI (40 ug/ml, Santa Cruz), Natriumcitrat (0,1%, Sigma), Triton X-100 (0,1%,
Serva), fur 1h inkubiert. Der DNA-Gehalt der Kerne wurde unter Verwendung des
Fluoreszenzdetektors FL-3 durchflusszytometrisch bestimmt. Die Auswertung erfolgte mittels

der CellQuest Software.

3.4.3 Nachweismethode - Viabilitat/Vitalitat

Der Nachweis der Viabilitdt und Vitalitdt erfolgte mittels Calcein-Assay. Calcein-AM (AM =
Acetoxymethylester) bezeichnet. Veresterte Carboxygruppen blockieren die Fluoreszenz.
Calcein-AM kann durch die Zellmembran hindurch in lebende Zellen transportiert werden.
Die Acetoxymethyl-Gruppe maskiert den Molekilteil, der in der Lage ist, Calcium zu
chelatisieren. Nach dem Transport in die Zelle werden die Acetoxymethyl- und die
Acetatgruppen enzymatisch durch Esterasen abgespalten und in Calcein umgewandelt.
Dieses ist dann in der Lage, Calciumionen innerhalb der Zelle zu binden (zu komplexieren),
was in einer starken, grinen Fluoreszenz resultiert. Calcein ist kaum zytotoxisch, da es vitale
Zellprozesse wie beispielsweise die Zellteilung nicht beeinflusst. Der Komplex verbleibt dabei

in der Zelle, da er die Zellmembran nicht selbst passieren kann. Jedoch verfiigen viele Zellen
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Uber einen ABC-Transporter, der aktiv Calcein aus der Zelle ausschleust. Diese Zellen

leuchten dann ebenfalls nicht.

Da abgestorbene Zellen Gber keine aktiven Esterasen verfiigen und deshalb kein Calcium-
bindendes Calcein erzeugen kénnen, werden lediglich lebende Zellen markiert. Diese
fluoreszieren grin. Haufig wird zusatzlich ein zweiter Fluoreszenzfarbstoff eingesetzt, z. B.
das Ethidium-Homodimer-1, welches durch beschadigte Zellmembranen in die Zelle
eindringen und dort an Nukleinsauren binden kann. So werden abgestorbene Zellen rot

gefarbt und kénnen deutlich von lebenden Zellen unterschieden werden.

Das Protokoll

Die Zellernte erfolgte aus 24-well Kulturen. Jedes Well wurde mikroskopisch Uberpruft.
Uberstande (ca. 500 pl) in beschriftete FACS-Réhrchen (iberfiihren. Die Zellen in den Wells
wurden gewaschen (1 ml PBS). PBS-Waschlésung wurden wieder in gleiche FACS
Roéhrchen Uberfihrt. AnschlieRend wurden die Zellen trypsiniert (100 ul T/E je 24-well) und
anschlielfend geerntet indem die Reaktion gestoppt (1 ml PBS mit 10 % FCS) und der
Uberstand uberfiihrt. Die FACS-Réhrchen wurden zentrifugiert (283 g / 8 min). Uberstande
wurden vorsichtig, einzeln und sofort abgesaugt. Die Zellen wurden erneut gewaschen,
nochmals zentrifugiert (283 g / 8 min) und die Uberstande vorsichtig, einzeln und sofort
abgesaugt. Ab hier wurden die Zellen mdglichst wenig Licht ausgesetzt. Das ,Pellet wurde
resuspendiert (200 yl Calcein Arbeitsldsung) und anschlielend erfolgte die Inkubation bei
37°C (CO; Inkubator) fir 1 h.Danach wurden die Zellen mit 1 ml kaltem PBS verdinnt,
nochmals zentrifugiert (283 g / 8 min) und die Uberstdnde vorsichtig, einzeln und sofort
abgesaugt. Das pellet wurde resuspendiert (200 pl kaltem PBS) und auf Eis gestellt. Die
Messung im FACS erfolgte umgehend.

Calcein Aliquots

Calcein AM (viability dye; eBioscience; 65-0853-81); bei -20°C

Calcein Stocklésung (5 mg/ml, -20°C)

Calcein-Aliquot (50 ug) 1x
DMSO (wasserfrei) 10 pl

Calcein Verdinnung (1:100; 50 pg/ml; immer frisch angesetzt, auf Eis)
PBS (kalt) 99 ul 247,5 pl
Calcein Stock 1 ul 2,5 ul
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Calcein Arbeitslésung (1:20, 2,5 ug/ml; sofort einsetzen)

je well x25
Medium (kalt) 190 pl 4,75 ml
Calcein Verdinnung 10 pl 250 plgz

3.4.4 Nachweismethode - Zytotoxizitat/Nekrose

Der Nachweis der Zytotoxizitat erfolgte mittels Laktatdehydrogenase (LDH) Nachweis. Der
LDH Gehalt wird im Zellkulturiberstand mit dem Cytotoxicity Detection Kit (LDH, Roche
Applied Science; 11644793001) ermittelt. Durch mechanische Schadigung, Strahlung oder
chemische Beeinflussung, kann es zur Schadigung der Plasmamembran und zum Platzen
der Zellen kommen. Dabei wird unter anderem das Enzym Laktatdehydrogenase freigesetzt
und kann im Zellkulturiberstand nachgewiesen und auch quantifiziert werden. Daflr werden
zwei enzymatische Reaktionen ermittelt. Als Erstes wird durch die Oxidation von von Laktat
zu Pyruvat, NAD® zu NADH + H* reduziert. Im zweiten Schritt wird H/H® auf ein
Tetrazoliumsalz Ubertragen, welches zu Formazan reduziert wird. Hierdurch entsteht ein
Farbumschlag (Abb.12). Die LDH Aktivitat im Uberstand ist proportional zur Menge der

Zellen.
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COO- COO-
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NAD* NADH + H*
Formazan QLL
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Abbildung 12: Prinzip der Zytotoxizitdtsbestimmung. Die Aktivitat der Laktatdehydrogenase im
Zellkulturiiberstand katalysiert im ersten Schritt die Oxidation von Laktat zu Pyruvat, wodurch NAD" zu
NADH/H" reduziert wird. Nachfolgend wird H'/H auf das Tetrazolium-Salz (gelb) iibertragen, wodurch
das photometrisch quantifizierbare Formazan-Salz (rot) entsteht. (Abbildung erstellt entsprechend

dem Datenblatt des Assays)

Das Protokoll: Der Zytotoxizitats-Nachweis erfolgte parallel zur Propidiumjodid-Farbung. 10
pl des zellfreien Zellkulturiberstandes wurden abgenommen, 1:4 mit PBS verdinnt und in
eine 96-Well-Platte Uberflihrt. Nach Zugabe von 50 ul der Reaktionslésung wurde die Platte
fiar 20 min in Dunkelheit und unter standigem Schwenken inkubiert. AnschlieBend erfolgte
die photometrische Bestimmung, mittels eines ELISA-Readers (Dynatech, MR5000) bei 490
nm. Zur Auswertung des Versuchs wurde der Medium wert (blank-Wert) von allen anderen
Werten abgezogen. Die unbehandelte Kontrolle wurde auf den Wert 1 gesetzt und die

anderen Werte darauf bezogen.

3.4.5 Nachweis Proliferation - Wachstumskurven
Die Echt-Zeit-Zell-Analyse (real-time cell analysis, RTCA, xCELLigence, Roche Diagnostics,
Penzberg, Germany) ist eine Methode zur Messung und Erstellung von Wachstumskurven.

Die Messtechnik basiert auf Mikroelektroden, die auf dem Boden jedes Wells einer
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speziellen 96-Well E-plate integriert sind. Der elektrische Widerstand der Zellen, gemessen

in einem Well steht in direktem Verhaltnis zur Zelldichte.

Das Protokoll: Pro Well wurden 2.500 Zellen ausgesat und nach 24 h mit verschiedenen
Reagenzien in unterschiedlichen Konzentrationen und Kombinationen behandelt. Die
Messung wurde Uber einen Zeitraum von etwa 100 h in Mess-Intervallen zwischen 15

Minuten und 1 Stunde durchgeflhrt.

3.4.6 Nachweismethode - mitochondriales Membranpotential (A%Wm)

Zum Nachweis des mitochondrialen Membranpotentials (AWm) wurde der nicht toxische,
kationische Farbstoff Tetramethylrhodamin Methylester-Perchlorate (TMRM®, T5428,
Sigma) verwendet. Der Nachweis erfolgt durch die Anreicherung des positiv geladenen
Farbstoffes in den negativ geladenen Mitochondrien. Verminderte TMRM*-Fluoreszenz zeigt

eine Stoérung in der Ladungstrennung der Mitochondrien im Durchflusszytometer an.

Das Protokoll: Durch Trypsinieren wurden die Zellen geerntet, zweimal mit eiskaltem PBS
gewaschen, in 200 uyl TMRM'-Lésung (1 uM) resuspendiert und fiir 20 min bei 37°C
inkubiert. Danach wurden die Zellen wieder mit PBS gewaschen, in 200 pl PBS
resuspendiert und umgehend im Durchflulzytometer gemessen (FL-2, 20.000 Zellen). Die

Auswertung erfolgte mittels CellQuest Software oder WinMDI Software, Version 2.9.

3.4.7 Nachweismethode - ROS (reactive oxygen species)

Durch den Farbstoff H,DCFDA (2-, 7-Dichlorodihydrofluoresceindiacetat, Molecular Probes,
Invitrogen, Eugene, Oregon, USA Substanz: oder Life Technologies, D-399); MG: 487 g/mol;
Menge: 100 mg Stockkonzentration: 50 mM; Arbeitskonzentration: 10 uM (Verdinnung: 1 :

5000) wurde das Auftreten von intrazellularen ROS nachgewiesen.

Das Protokoll: Durch Trypsinieren wurden die Zellen geerntet, mit PBS gewaschen und mit
H,DCFDA (50 pM) fur 15 min bei 37°C inkubiert. Danach wurden die Zellen erneut mit PBS
gewaschen, in 200 yl PBS resuspendiert und umgehend im DurchfluRzytometer gemessen
(FL-3, 20.000 Zellen) gemessen. Die Auswertung erfolgte mittels CellQuest Software oder
WinMDI Software, Version 2.9.

3.4.8 Protein Analyse (Western-Blot)
Die hier verwendete Methode ist die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
(SDS-PAGE). Die denaturierten und durch Natriumdodecylsulfat (SDS) negativ geladenen

Proteine wandern im elektrischen Feld zur Anode. Ein Molekulargewichtsstandard (161-
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0374, Bio-Rad) dient als Referenz zur Bestimmung der Grél3e der Proteine. Die zuvor mittels
SDS-PAGE aufgetrennten Proteine werden auf eine Nitrozellulosemembran (Protran BA83,
0,2 ym, Whatman, Dassel) transferiert und kénnen dort anschlieBend indirekt, durch die
spezifische Bindung von primaren Antikérpern, nachgewiesen werden. Diese primaren
Antikorper werden ihrerseits durch sekundare Meerrettich-Peroxidase-konjugierte Antikorper
gebunden. Die ECL-Reagenz (enhanced chemilumineszenz) kann die Meerrettich-
Peroxidaseumsetzen und es kommt zur Emittierung von Lumineszenzlicht, das den
Nachweis von Antigenen auf Roéntgenfiimen (Amersham Hyperfim ECL, GE,

Buckinghamshire, UK) erméglicht.

3.4.9 Herstellung von Proteinextrakten mit Standard-Lysepuffer

Eine exponentiell wachsende Zellkultur mit einer Dichte von 2 x10° Zellen wurde fiir die
Herstellung von Proteinextrakten verwendet. Einen Tag vor der Extraktion wurde das
Wachstumsmedium der Zellkultur gewechselt. Weitere Details des verwendeten Protokolls
fur die Herstellung von Proteinextrakten und die Durchfiihrung der Western Blot Analyse

wurden von Eberle (Eberle et al., 2003) im Detail beschrieben.

Das Protokoll: Die Zellen wurden mit eiskaltem PBS (2 ml/Well) gewaschen, mit kaltem
Standard-Lysepuffer (50 pl/Well) inkubiert, mit einem Zellschaber (99003; TPP, Trasadingen,
Schweiz) abgekratzt und in ein 1,5 ml Eppendorfgefald Uberfihrt. Die Extrakte wurden fir 5
Sekunden mit einem Ultraschall-Homogenisator (Sonoplus, Typ MS-73, Bandelin, Berlin)
behandelt. Dies flihrt zum Scheren der freigesetzte DNS. Anschlielliend wurde das Extrakt
fur 10 min bei 28341 g und 4°C zentrifugiert. Die Uberstdnde wurden in neue
EppendorfgefalRe uberflhrt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels BCA-Methode.

Die Lysate wurden anschlieRend bei -20°C gelagert.

3.4.10 Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels BCA-Methode

Die Konzentration von Proteinen kann durch eine Farbreaktion in Losung photometrisch
bestimmt werden (BCA Protein Assay, 23225, Thermo Fischer Scientific). Dieser Methode
liegt die Biuret-Reaktion zugrunde. Die Amino-Gruppen von Proteinen in alkalischem
Medium werden von Cu®" zu Cu® reduziert. Cu* reagiert mit Bicinchoninsaure (BCA) zu
einem violetten Chelatkomplex (Abb.13). Die Absorption dieses Komplexes kann im ELISA-

Reader gemessen werden.

Das Protokoll: Die Proteinextrakte und die Eichldsung wurden in Triplikaten in eine

Mikrotiterplatte mit Flachboden ausgelegt. Die Proteinextrakte wurden zur Bestimmung 1:10

in PBS verdinnt. 10 pl davon wurden pro Well vorgelegt und mit 200 ul Reaktionspuffer
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inkubiert. Der Reaktionspuffer setzte sich aus Lésung A (4 pl) und Lésung B (196 ul)
zusammen und wurde immer unmittelbar vor jeder Versuchsdurchfiihrung angesetzt. Als
Eichlésung diente eine BSA-Ldsung in verschiedenen Konzentrationen. Die so ausgelegte
Mikrotiterplatte wurde 30 min bei 37°C inkubiert und bei 550 nm im ELISA-Platten-Reader
vermessen. Bezogen auf die bekannten BSA-Konzentrationen, konnte die Proteinmenge der

Lysate bestimmt werden.

Protein Protein

NaO,C, _ — CO,Na
Cu?* Cu* 2 D A Q

Bicinchoninséure

Na0,C — - CO,Ma
/A
M
Violetter Chelatkomplex Cu*
0
W
Nad,C — = CO,Na

Abbildung 13: BCA-Nachweismethode zur Konzentrationsbestimmung von Proteinen. (A)
Bicinchoninséure-Molekiil (BCA); (B) Biuret-Reaktion bei der Proteine mit Cu?*-lonen zu Cu*-lonen
reagieren; (C) Ausbildung des violetten Cu’-Bicinchoninsdure-Komplexes (verdndert nach Thermo
Fischer Scientific Datenblatt)

3.4.11 Elektrophorese-Protokoll

Das fir die SDS-PAGE bendtigten Gele, bestehend aus einem Sammelgel (5 %) und einem
Trenngel (12 %) wurden mit Hilfe des Elektrophoresesystems (Mini Protean I, BioRad) vor
der Elektrophorese selber hergestellt. Als Erstes wurde das Trenngel angesetzt, sofort
gegossen und mit Isopropanol Uberschichtet. Nach der Polymerisation wurde das
Isopropanol abgegossen und der Zwischenraumzwischen den Platten mit Filterpapier

nachgetrocknet. Danach wurde das Sammelgel dartber geschichtet und ein Gel-Kamm, zur
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Herstellung der Taschen, in das noch flissige Sammelgel gesteckt. Die Lysate wurden mit
Protein-Probenpuffer (4-fach) versetzt und 5-8 min bei 95°C denaturiert. Die Gel-Kdmme
wurden nach vollstandiger Polymerisation entfernt, die Taschen wurden gespult und so von
Luftblasen befreit. Die fertigen Gele werden mit den Glasplatten in die
Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit Laufpuffer (1-fach) bedeckt. Die Proben werden
in die Taschen gefiillt und die Elektrophorese bei 80V gestartet. Ist die Lauffront gut in das
Sammelgel gelaufen wird die weitere Elektrophorese bei 120-150V weitergeflihrt, solange,

bis die blaue Lauffront das untere Ende der Gele erreicht hat.
Verwendete Puffer und Reagenzien — Elektrophorese:

Sammelgel (5%-ig) fur 2 Gele: Aqua bidest 3,1 ml, Polyacrylamid (30 %) 1,3 ml,
Trenngelpuffer 1,25 ml; SDS (10%) 0,05 ml; APS 100 pl (10%); TEMED 5I pl.

Sammelgelpuffer (pH 6,8) 500 ml: Tris-Base 19,7 g (T1503, Sigma); SDS 1,0 g; Aqua bidest
ad 500 ml.

Trenngel (15%-ig) fir 2 Gele: Aqua bidest 3,5 ml, Polyacrylamid (30 %) 5,3 ml,
Trenngelpuffer 2,1 ml;SDS (10%) 0,106 ml; APS 200 pl (10 %); TEMED 20 pl.

Trenngel (12%-ig) fir 2 Gele: Aqua bidest 3,9 ml, Polyacrylamid (30 %) 4,2 ml,
Trenngelpuffer 2,1 ml;SDS (10%) 0,106 ml; APS 200 pl (10 %); TEMED 20 pl.

Trenngelpuffer (pH 8,8) 500 ml: Tris-Base 38,5 g; Tris-HCI 9,3 g; SDS 1,0 g; Aqua bidest ad
500 ml.

Protein-Probenpuffer (4x) 10ml: Tris-HCI 2,5 ml (1M, pH 6,8; T3253, Sigma); SDS 0,2 g (L-
4390, Sigma); Glycerin 4 ml (1.04093, Merck); Bromphenolblau 4 mg (Biorad); Aqua bidest.

1,5 ml. 20% B-Mercaptoethanol (M-7154, Sigma) wurde jeweils frisch zu den einzelnen

Protein-Probenpuffer-Gemischen pipettiert.

Laufpuffer nach Laemmli (5x) 2 I: Tris-Base 30,4 g; Glycin 144 g (23390, Serva); SDS 10 g;
Aqua bidest ad 2 I.

Das Protokoll: Der Blot wurde so ein einer Kammer zusammengebaut, dass das Gel zur

Kathode zeigte und die Nitrozellusolemembran zur Anode. Die Aufenseiten wurden mit
jeweils zwei zugeschnittenen Filterpapiereblattchen und je einen Schwamm belegt damit
eine gleichmaRige und dauerhafte Befeuchtung gewahrleistet war. Der Blot wurde im
Blotpuffer blasenfrei aufeinander geschichtet. Der Protein-Transfer erfolgte entweder bei
100V fur 1,5 Stunden auf Eis oder Gber Nacht bei 10V und Raumtemperatur.

Zum Transfernachweis wurden die Proteinbanden auf der Membran mittels PonceauS (P-

7170, Sigma) angefarbt und die Membranen eingescannt. Die reversible Farbung der
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Membran wurde anschlieRend mit PBS-Tween vollstandig abgeldst. Anschlielend wurde die
Nitrozellulosemembran fir 1 h bei Raumtemperatur mit Trockenmilchpulver (4,5 %) in PBS-
Tween inkubiert. Damit wurden die unspezifischen Bindungsstellen auf der Membran

blockiert.
Verwendete Puffer und Reagenzien — Protein-Transfer:

Transferpuffer (1x) 2 |: Tris-Base 11,64 g; Glycin 4,36 g; SDS 3,7 g; Methanol 400 ml; Aqua
bidest ad 2 I.

Phosphat-buffered Saline (PBS)-Tween (0,05 %): PBS Dulbecco 9,55 g (L182-50,
Biochrom); Tween20 0,5 ml (P-9416, Sigma); Aqua bidest ad 1 1.

Blockierlésung (4,5 %): Fettfreies Trockenmilchpulver (blotting grade) 4,5 g (170-6404, Bio-
Rad); PBS-Tween 0,05 % ad 100 ml.

Das ECL wurde kurz vor Gebrauch gemischt und auf die Nitrozellulosemembran gegeben.
Nach 2 Minuten Inkubationszeit wurde die Membran zwischen zwei Folien in eine
Rontgenfilmkassette gelegt und Roéntgenfiime in einer Dunkelkammer aufgelegt. Der erste
Film wurde immer nach 3 Minuten entwickelt. Ausgehend von diesem Film wurde die Lange
der Exposition fir die weiteren Filme festgelegt. Zur Auswertung wurden die Proteinbanden
auf dem Rontgenfiim anhand des Proteinmarkers und der gegebenenfalls aufgetragenen

Positivkontrollen ausgewertet.

Verwendete Puffer und Reagenzien ECL: 20 x Lumiglo Reagenz und 20 x Peroxid von Cell

Signaling. Die Entwicklungsldsung wurde frisch angesetzt und sofort verwendet.

Lésung A: Lumiglo 20 x (z.B. 0,5 ml)

Lésung B: Peroxid 20 x (z.B. 0,5 ml)

Lésung C: Aqua bidest 1 x (z.B. 10 ml)

3.4.12 Verwendete Antikorper: Western-Blot Analyse
Verwendete primare Antikérper von Santa Cruz: Bax (N-20, sc-493,1:200); Bak (G-23, sc-
832, 1:200); Bcl-2 (sc-509, 1:200); GAPDH (6C5, sc-32233, 1:1000); Mcl-1 (sc-12756,
1:200); p53 (C-5, sc-7386, 1:500); p21 (sc-6246, 1:200)

Verwendete primare Antikérper von Cell Signalling: Caspase-8 (#9746, 1C12, 1:1000);
Caspase-9 (#9502, 1:1000); Caspase-3 cleavage products (#9661, Asp175, 1:1000);
Procaspase-3 (#9662,1:1000)

Verwendete primare Antikérper von Leica Biosytems: AURKA (JLM28, 1:750)
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Verwendete sekundare Antikérper: Horseradishperoxidase (Hrp)-markierte Ziege anti-Maus
IgG-, Ziege anti-Kaninchen IgG- und Kaninchen anti-Ziege IgG-Antikérper (Dako Cytomation,
Hamburg, 1:5000).

3.4.13 Herstellung von Zellfraktionierungslysaten
Zur Bestimmung von, aus den Mitochondrien freigesetzten Faktoren (Cytochrom C, p53),
wurden die Mitochondrien aus den zu analysierenden Zellen mit Hilfe eines Mitochondrien-

Fraktionierungsprotokolls isoliert.

Das Protokoll: Das Medium wurde aus den Wells enthommen und anschlieRend wurden die
Zellen mit kaltem PBS gewaschen. Der Uberstand wurde abgekippt und es wurde erneut 1
ml kaltes PBS pro Well zugefligt. Die Zellen wurden vom Boden der Wells geschabt und in
ein 50 ml Falconréhrchen Uberfiihrt. AnschlieRend wurden die Wells mit 1 ml kaltem PBS
nachgesplilt und der Uberstand ebenfalls in das Falconréhrchen Uberfiihrt. Danach erfolgte
eine Zentrifugation bei 429 g fiir 7,5 Minuten bei 4°C. Der so entstandene Uberstand wurde
abgenommen und das Zellpellet in 1 ml kaltem PBS resuspendiert und in Eppendorf-
Roéhrchen Uberfihrt. Diese wurden dann erneut zentrifugiert bei 32869 g flir 1 Minute bei

4°C. Der Uberstand wurde vorsichtig abgenommen.

Dann wurden die Puffer entsprechend vorbereitet. Das Pellet wurde in 150 pl Puffer B
resuspendiert und 10 Minuten auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde bei 2054 g fir 10

Minuten bei 4°C zentrifugiert.

Der so entstandene Uberstand stellte die Zytosolfraktion dar und musste extrem vorsichtig

abgenommen werden.

Das Pellet wurde mit 500 pl Puffer A gewaschen und anschliefiend bei 2054 g flir 5 Minuten
bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 50 ul Puffer B
resuspendiert und auf Eis 30 Minuten inkubiert. Danach erfolge eine Zentrifugation bei 32869
g fir 15 Minuten bei 4°C. der so entstandene Uberstand stellte die Kernfraktion dar und
wurde extrem vorsichtig abgenommen. AnschlieRend wurde eine Proteinbestimmung
durchgefihrt.

Puffer A: (bei 4°C aufbewahren) 1 M HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure ((pH 7,9)), 1 M Magnesiumchlorid, 1 M Kaliumchlorid, Aqua bidest ad 50

ml
Puffer A wird vor Verwendung frisch mit 0,1 % Triton angesetzt.

Puffer B: (bei 4°C aufbewahren) 1 M HEPES, 100 % Glycerol, 5 M Natriumchlorid, 1 M
Magnesiumchlorid, 0,5 M EDTA (pH 8,0), Aqua bidest ad 50 ml
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3.5 Statistische Auswertung der Ergebnisse

Jedes Experiment wurde mindestens 2 Mal wiederholt. Es wurden immer Dreifachwerte
bestimmt. Der Mittelwert aus drei von einander unabhangigen Experimenten wurde zur
Auswertung der Experimente herangezogen. Der Mittelwert und die Standartabweichung
wurden mit Excel berechnet. Die Signifikanz wurde mit einem unpaaren t-Test, durch einen t-
Test von Graph Pad Software berechnet. Dabei wurden p-Werte von unter 0,05 als

signifikant bewertet und p-Werte von unter 0,01 als hochsignifikant bewertet.
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4. Ergebnisse

4.1 Basisexpression von Aurorakinase-A in verschiedenen Melanomzelllinien

Aurorakinase A (AURKA) wurde bereits in verschiedenen Tumorentitaten untersucht und es
wurde haufig eine Uberexpression in Tumorzellen beschrieben. Die Melanomzelllinien A-
375, A-375-TS, Mel-HO, Mel-2a und MeWo wurden auf Proteinebene durch eine Western-
Blot-Analyse auf ihre AURKA-Basisexpression Uberprift. Als Kontrolle wurde die Zellinie
HuT-78 aufgetragen, eine kutane T-Zelllymphomlinie, fir die erst kirzlich eine
Uberexpression von AURKA beschrieben wurde (Humme et al. 2015). Die Zellen wurden fur
24 h mit 200 nM Alisertib behandelt und anschlieBend lysiert. Die so hergestellten

Proteinextrakte wurden fir die Analyse im Western-Blot verwendet.

AURKA
GAPDH
»
10 o = a8 2 R
7 7 ) T @ S
<L < = = = T
Melanomzellen CTCL

Abbildung 14: Basisexpression von Aurorakinase-A auf Proteinebene in verschiedenen
Melanomzelllinien. Mittels Western-Blot-Analysen wurde die Proteinexpression in fiinf verschiedenen
Melanomzelllinien untersucht. Als Positivkontrolle diente HuT-78, eine CTCL-Zelllinie, bei der eine
Uberexpression von AURKA bereits nachgewiesen wurde. Die fiir die Lysate verwendeten Zellen
wurden mit 200 nM Alisertib fiir 24 h behandelt. Eine gleichméaBlige Proteinbeladung von 30 ug pro
Geltasche wurde mit GAPDH (berpriift. Das Experiment wurde zweimal mit unabhéngigen
Lysatreihen durchgefiihrt und lieferte vergleichbare Ergebnisse.
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AURKA war in allen untersuchten Melanomzellinien exprimiert, wobei besonders Mel-HO,
Mel-2a und MeWo eine mit HuT-78 vergleichbare Expressionsstarke aufwiesen. Die

Melanomzelllinien A-375 und A-375-TS zeigten im Vergleich dazu eine deutliche aber
schwachere Expression (Abb. 14).
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4.2 Wirkung des AURKA-Inhibitors Alisertib auf die Zellproliferation von

Melanomzelllinien

Um die Wirkung von Alisertib auf die Zellproliferation von Melanomzellen zu untersuchen,
wurde eine Echtzeit-Zellanalyse durchgefiihrt (Real Time Cell Analyzer, RTCA), bei der Uber
einen Zeitraum von bis zu 96 h kontinuierlich Zellwachstum und Zelladhasion gemessen
wurden. Die Zellen wurden mit verschiedenen Konzentrationen Alisertib (50 nM — 500 nM),
TRAIL (20 ng/ml) und der Kombination behandelt (Abb. 15).
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A A TRAIL
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Abbildung 15: Wirkung von Alisertib und TRAIL auf die Proliferation von A-375- und A-375-TS-
Zellen Die Abbildung zeigt die Proliferationsraten von mit Alisertib und TRAIL behandelten A-375-
Zellen und A-375-TS-Zellen im Vergleich zu DMSO-behandelten Zellen als Kontrollen. Die
Wachstumskurven wurden durch eine Echtzeit-Zellanalyse erstellt. Die gezeigten Experimente sind
reprédsentativ flir mindesten zwei unabhéngige Experimente mit jeweils Dreifachwerten

In den Proliferationsanalysen konnte eine Hemmung der Zellproliferation durch den AURKA-
Inhibitor Alisertib gezeigt werden. Nach Behandlung von A-375 und A-375-TS mit Alisertib
zeigte sich keine signifikante konzentrationsabhangige Reduktion des Zellwachstums, im
Vergleich zu den unbehandelten Zellen. Dies war auch nach 72 h noch anhaltend (Abb. 17).
In der Kombinationsbehandlung mit TRAIL (20 ng/ml) zeigte sich eine deutliche Verstarkung
des antiproliferativen Effekts von TRAIL in den A-375 und A-375-TS.
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4.3 Alisertib sensitiviert fur die TRAIL-induzierte Apoptose

Um die Wirkung einer Alisertib-Behandlung auf TRAIL-resistente Melanomzelllinien zu
Uberprifen, wurde eine Reihe von TRAIL-sensitiven und TRAIL-resistenten
Melanomzelllinien nach Behandlung mit Alisertib und TRAIL untersucht. Die Zelllinie A-375
ist dabei sensitiv fur die TRAIL-induzierte Apoptose, entwickelt allerdings sehr schnell eine
Resistenz gegeniber TRAIL. Dies flhrte zur Entwicklung eines induzierbaren
Resistenzmodels durch kontinuierliche Kultivierung mit TRAIL. Diese selektiert-resistente
Zelllinie, die im Nachfolgenden als TRAIL-selektierte (-TS) Zelllinie (A-375-TS) bezeichnet
wird, wurde zur Untersuchung des Resistenzmechanismus herangezogen. Daruber hinaus
wurden moderat TRAIL-sensitive Zellen (Mel-HO) und Zelllinien, die gegen TRAIL

weitgehend resistent sind (Mel-2a, MeWo) untersucht.

Die Behandlung der Zellen erfolgte flr 24 h mit TRAIL und Alisertib bzw. deren Kombination.
Die Konzentrationen betrugen 50 nM, 100 nM, 200 nM, 500 nM und in den stark resistenten
Zelllinien bis zu 1000 nM Alisertib und 20 ng/ml TRAIL. Bereits in Kultur konnte die Wirkung
der Behandlungen aufgrund der Zellmorphologie bewertet werden. Offensichtliche
Charakteristika der Apoptose wie reduzierte Zellzahl, abgerundete und abgel6ste Zellen
konnten bereits unter dem Mikroskop festgehalten werden. Die Quantifizierung von
apoptotischen und hypodiploiden Zellen (sub-G1-Zellpopulation) erfolgte im FACS
(Fluorescence activated cell sorting), einer durchflusszytometrischen Analyse von
Propidiumjodid (Pl) gefarbten Zellkernen. Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen an der

Gesamtpopulation konnte so dargestellt werden.

Darliber hinaus lasst sich mit diesem Analyseverfahren auch eine Zellzyklusanalyse
durchfiihren, in der die verschiedenen Zellpopulationen in den verschiedenen Stadien des
Zellzyklus identifiziert werden kdnnen. Die Behandlung von A-375- und A-375-TS-Zellen mit
TRAIL (20 ng/ml) fuhrte zu morphologischen Veranderungen. Die typischerweise dendritisch
geformten A-375 und A-375-TS wachsen adhasiv und flachig. Eine reduzierte Dichte mit
abgeldsten Zellen, und abgerundeter Form deutet auf abgestorbene Zellen hin. Nach der
Behandlung mit TRAIL zeigte sich auch eine deutlich reduzierter Zelldichte und
abgerundeten und abgeldsten Zellen in den TRAIL-sensitiven A-375-Zellen im Vergleich zur
Kontrolle. Bei den TRAIL-selektierten, resistenten A-375-TS-Zellen zeigten sich keine, unter
dem Lichtmikroskop sichtbaren, morphologischen Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle.
Die Behandlung mit Alisertib (200 nM) flhrte in beiden Zelllinien zu einer moderat
reduzierten Zelldichte und einem moderaten Anstieg abgel6ster und abgerundeter Zellen.
Die Kombinationsbehandlung flhrte in beiden Zelllinien zu starken morphologischen

Veranderungen mit zum gréRten Teil abgeldsten und abgerundeten Zellen (Abb. 16).
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Abbildung 16: Zellmorphologie von A-375- und A-375 TS-Zellen nach Behandlung mit TRAIL,
Alisertib und der Kombination Die Zellmorphologie wurde in 100facher Vergré3erung fotographiert,

nachdem die Zellen 24 h zuvor behandelt wurden. Die Experimente sind mindestens dreimal
wiederholt worden mit jeweils Dreifachwerten.
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In den A-375-Zellen fuhrte die Behandlung mit TRAIL zu einem Anstieg der Sub-G1-
Population und zu Apoptoseraten zwischen 12,15 %. Die Behandlung mit Alisertib induzierte
einen konzentrationsabhangigen Anstieg der Sub-G1-Population. Die eingesetzten
Konzentrationen betrugen 50 nM, 100 nM und 200 nM Alisertib und fihrten zu 3,87 % (50
nM), 13,7 % (100 nM) und 17,88 % (200 nM) Apoptose (Abb. 18a). Die Kombination von
Alisertib und TRAIL zeigte eine deutliche Zunahme der Apoptose. Diese Zunahme war von 5
% (mit Alisertib 50 nM) und 12,15 % (mit TRAIL 20 ng/ml) auf 23.03 % in der Kombination.
Die Kombination von Alisertib 100 nM und TRAIL 20 ng/ml fihrte zu 32,5 % apoptotischer
Zellen bzw. 40,37 % mit Alisertib 200 nM plus TRAIL 20 ng/ml.

In A-375-TS-Zellen, in denen TRAIL kaum in der Lage ist Apoptose zu induzieren, konnte die
Kombinationsbehandlung ebenfalls zu einer Erhéhung der Sub-G1-Population beitragen.
Wahrend die Behandlung mit TRAIL (20 ng/ml) nur zwischen 1,75 % Apoptose induzierte
und damit teilweise im Bereich der basalen Apoptose lag, konnte die Behandlung mit
Alisertib konzentrationsabhangig 6,57 % (50 nM), 19,83 % (100 nM) und 21,99 % (200 nM)
Apoptose induzieren (Abb. 17a). Die Kombinationsbehandlung konnte 9,00 % (50 nM
Alisertib plus 20 ng/ml TRAIL), 19,78 % (100 nM Alisertib plus 20 ng/ml TRAIL) und 32,8 %
(200 nM Alisertib plus 20 ng/ml TRAIL) Apoptose induzieren.

Bei den moderat sensitiven Zellen (Mel-HO) konnte die Kombinationsbehandlung mit TRAIL
die Apoptose von 6,10 % durch 200 nM Alisertib (4,10 %) auf 19,20 % in der Kombination
mit TRAIL erhéhen (Abb. 17b). Eine Behandlung der permanent TRAIL-resistenten Zellen
(Mel-2a und MeWo) flhrte nicht zu einer signifikanten Apoptoseinduktion (Abb. 17c).
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Abbildung 17a: Konzentrationsabhédngige Apoptoseinduktion durch Behandlung mit Alisertib
und TRAIL in A-375- und TS-Zellen A-375-TS im Apoptoseassay (Propidiumjodid, FACS) mit 50,
100 und 200 nM Alisertib und 20 ng/ml TRAIL. Das Experiment wurde mindestens dreimal wiederholt
mit Dreifachwerten. Das hier gezeigte Balkendiagramm wurde aus den Daten eines reprdsentativ
ausgewdhlen Experiments erstellt.
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Abbildung 17b: Konzentrationsabhédngige Apoptoseinduktion durch Behandlung mit Alisertib
und TRAIL in Mel-HO-Zellen Mel-HO im Apoptoseassay (Propidiumjodid, FACS) mit 200 nM Alisertib
und 20 ng/ml TRAIL. Das Experiment wurde mindestens zweimal wiederholt mit Dreifachwerten. Das
hier gezeigte Balkendiagramm wurde aus den Daten eines représentativ ausgewéhlen Experiments

erstellt.
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Abbildung 17c: Konzentrationsabhédngige Apoptoseinduktion durch Behandlung mit Alisertib
und TRAIL in Mel-2a und Me-WO-Zellen Me-WO im Apoptoseassay (Propidiumjodid, FACS) mit 200
und 1000 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h) und 20 ng/ml TRAIL. Das Experiment wurde zweimal
wiederholt mit Dreifachwerten. Das hier gezeigte Balkendiagramm wurde aus den Daten eines
représentativ ausgewéhlen Experiments erstellt.
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Die Ergebnisse der Untersuchung der Apoptoseinduktion durch Alisertb und TRAIL zeigen,
dass sowohl die individuellen Unterschiede in der Sensitivitdt in den unterschiedlichen
Melanomzelllinien, als auch die eingesetzten Konzentrationen Einfluss auf die
Apoptoseinduktion haben. In den TRAIL-selektierten A-375-Zellen konnte Alisertib fur die

TRAIL-induzierte Apoptose sensitivieren.

Die Analyse des Zellzyklus konnte ebenfalls im FACS vorgenommen werden. Die Population
der sich im SubG1-Stadium befindlichen Zellen stellt den Anteil apoptotischer Zellen dar.
Daruberhinaus kénnen G1-Phase, S-Phase und G2-Phase unterschieden werden, sowie
hyperploide Zellen. Die Arretierung von G1- oder G2-Phase kann neben der Induktion von
Apoptose ebenfalls eine Wirkung von Chemotherapeutika sein. Fir Alisertib wurde in
anderen Tumorentitdten, wie zum Beispiel dem kutanen T-Zell-Lymphom, ein G2-Arrest

beschrieben (Humme et al., 2015).

Die Behandlung mit 200 nM Alisertib fiir 24 h fuhrt in allen verwendeten Zelllinien zu einem
Anstieg der G2-Population, besonders deutlich ist dieses Ergebnis in den TRAIL-resistenten

Mel-2a- und Me-Wo-Zellen. Die Wirkung ist dabei konzentrationsabhangig (Abb. 18a-c).
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Abbildung 18a: Zellzyklusanalyse nach Behandlung mit Alisertib und TRAIL in A-375-Zellen A-
375-Zellen wurden fiir den Apoptoseassay (Propidiumjodid, FACS) mit 200 nM Alisertib
(Vorbehandlung fiir 2 h) und 20 ng/ml TRAIL fiir 24 h behandelt. Das Experiment wurde mindestens

dreimal wiederholt mit Dreifachwerten und zeigte vergleichbare Ergebnisse. Die hier gezeigten
Graphen wurden reprdsentativ ausgewéhit.

Mel-HO
Kontrolle TRAIL Alisertib 200 nM Alisertib + TRAIL

o 31 2 G1 ,'\.illE 51 il G‘I

1w SubGH wd SubG1 o g SubG1 T
T— 1

120 G2 120 G2 -
—— 3 — @
" s "y 5 D
4D mi . ™ N

20 40D 620 D 1000 [ i

Fluoreszenz —>

Abbildung 18b: Zellzyklusanalyse nach Behandlung mit Alisertib und TRAIL in Mel-HO-Zellen
Mel-HO-Zellen wurden fiir den Apoptoseassay (Propidiumjodid, FACS) mit 200 nM Alisertib
(Vorbehandlung fiir 2 h) und 20 ng/ml TRAIL fiir 24 h behandelt. Das Experiment wurde mindestens

zweimal wiederholt mit Dreifachwerten und zeigte vergleichbare Ergebnisse. Die hier gezeigten
Graphen wurden reprdsentativ ausgewéhlt
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Abbildung 18c: Zellzyklusanalyse nach Behandlung mit Alisertib und TRAIL in Mel-2a- und Me-
WO-Zellen Mel-2a- und Me-Wo-Zellen wurden fiir den Apoptoseassay (Propidiumjodid, FACS) mit
200 nM und 1000 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h) und 20 ng/ml TRAIL fiir 24 h behandelt. Das
Experiment wurde mindestens zweimal wiederholt mit Dreifachwerten und zeigte vergleichbare
Ergebnisse. Die hier gezeigten Graphen wurden reprasentativ ausgewéhit.
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Die Ergebnisse der Zellzyklusanalyse der verwendeten Melanomzelllinien nach der
Behandlung mit Alisertib zeigten einen deutlichen G2-Arrest. Dabei ist die Wirkung von

Alisertib unabhangig von seiner Wirkung auf die Apoptose

4.4 Uberpriifung der Zellviabilitat

Die Analyse des Anteils apoptotischer Zellen stellt nur einen Teil der Wirkung von Alisertib
dar. Zellen, die sich nicht vollstandig in der Apoptose befinden, deren DNS-Fragmentierung
noch nicht eingesetzt hat, kénnen trotzdem durch eine Behandlung in ihren Vitalfunktionen
beeintrachtigt und geschadigt sein. Eine fehlende oder zunachst reduzierte Esteraseaktivitat
ist charakteristisch fir solche Zellen und kann durch den Nachweis mittels Calcein Gberprift

werden.

Hierfur wurden A-375-Zellen mit 200 nM Alisertib und 20 ng/ml TRAIL fir 24 h behandelt und

mittels Calcein-Assay untersucht.
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Abbildung 19a: Einfluss von TRAIL und Alisertib auf die Viabilitdt von A-375-Melanomzellen
Messung der Zellviabilitét mittels Calcein-Assay in A-375-Zellen, erfolgte 24 h nach Behandlung mit
200 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h) und +/- 20 ng/ml TRAIL. Behandelte Zellen sind mit
violetten, geschlossenen Graphen dargestellt. Zwei unabhéngige Experimente zeigten vergleichbare
Ergebnisse.
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Abbildung 19b: Quantitativer Einfluss von TRAIL und Alisertib auf die Viabilitdt von A-375-
Melanomzellen Die Messung der Zellviabilitdt mittels Calcein-Assay in A-375, erfolgte 24 h nach
Behandlung mit 200 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h) und +/- 20 ng/ml TRAIL. Behandelte Zellen
sind im Balkendiagramm dargestellt. Zwei unabhéngige Experimente zeigten vergleichbare
Ergebnisse.

Es konnte gezeigt werden, dass durch eine Behandlung mit TRAIL und Alisertib in
Kombination, der Anteil an Zellen mit reduzierter Viabilitdt, und damit der Anteil an
geschadigten Zellen, mit Uber 63,37 % der Gesamtpopulation, noch deutlich hdher liegt, als

die von der Kombinationstherapie induzierte Apoptoserate (Abb. 19a/b).

4.5 Uberpriifung der Toxizitit von Alisertib in Melanomzellen

Fur den mdglichen therapeutischen Einsatz von Alisertib in der Melanomtherapie ist die
Uberpriifung der Zelltoxizitdt von grundlegender Wichtigkeit. Hierfir wurde der Gehalt des
zytosolischen Enzyms Laktat-Dehydrogenase (LDH) im Mediumiberstand behandelter
Zellen, im Vergleich zu dem Mediumuberstand von mit Triton vollstandig lysierter Zellen
(maximaler LDH-Wert), gemessen (Abb.20).
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Abbildung 20. Graphische Darstellung der Zytotoxizitit von Alisertib und TRAIL in A-375-, A-
375-TS- und Mel-HO-Zellen Die Zytotoxizitédt wurde durch Bestimmung der freigesetzten LDH-Menge
gemessen. Die Zellen wurden hierzu mit 200 bzw. 500 nM Alisertib und 20 ng/ml TRAIL inkubiert
(Control unbehandelt). Es wurden jeweils Triplikate gemessen. Dafir wurde paralell zu
Apoptoseexperimenten Mediumiiberstand entnommen und im Vergleich zu einer mit Triton
behandelten Probe die LDH-Aktivitdt gemessen. Die Werte sind in Relation zu Triton zu bewerten.
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Es konnte in diesen Experimenten keine signifikante Zelltoxizitdt durch die Behandlung mit
Alisertib alleine im verwendeten Konzentrationsbereich festgestellt werden. Bei der durch
TRAIL induzierten Zytotoxizitat, die dann ebenfalls in der Kombination mit Alisertib zusehen
war, handelt es sich nur um eine scheinbare Zytotoxizitat, die nur in vitro auftritt, da hier die

Autophagie durch Makrophagen nicht stattfindet.

4.6 Einfluss von Alisertib auf die Aktivierung der Caspasenkaskade

Um den Mechanismus besser verstehen zu kénnen, durch den Alisertib Melanomzellen fir
die TRAIL-induzierte Apoptose sensitiviert, wurde die Aktivierung der Initiatorcaspasen-8 und
-9 und der Effektorcaspase-3 mittels Western-Blot-Analysen untersucht. Die fir die Lysate
verwendeten Zellinien waren A-375 und A-375-TS, die mit 200 nm Alisertib und 20 ng/ml
TRAIL fir 16 h behandelt wurden (Abb. 21).

In den sensitiven A-375 Zellen flhrte die Behandlung mit TRAIL erwartungsgemaR alleine zu
einer Aktivierung der Caspasenkaskade. Dies war an den auftretenden Spaltprodukten der
Caspase-8 (18, 41, 43 kDa), der Caspase-9 (35, 37 kDa) und der Caspase-3 (15, 17, 20
kDa) zu sehen (Abb. 22). Die Aktivierung der Caspasen-8 und -3 wurde durch die
Kombinationsbehandlung weiter verstarkt, die von Caspase-9 jedoch nur andeutungsweise
(Abb. 22). In den TRAIL-selektierten A-375-TS-Zellen fiihrte die Behandlung mit TRAIL
alleine zu einer moderaten Aktivierung der Caspase-8 und zu einer unvollstidndigen
Aktivierung der Caspase-3, zu sehen an dem 19 kDa-Spaltprodukt. Wie die parentalen
Zellen zeigten die A-375-TS ebenso eine moderat verstarkte Aktivierung der Caspase-8
nach Kombinationsbehandlung, die Caspase -9 wurde nicht aktiviert, allerdings konnte die
Caspase-3 verstarkt aktiviert werden. Alisertib alleine fuhrte zu keiner Aktivierung der
Caspasenkaskade (Abb. 21).
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Abbildung 21: Uberpriifung der Caspasenaktivierung durch TRAIL und Alisertib auf
Proteinebene in der Western-Blot-Analyse Die Prozessierung der Caspasen-8, -9 und -3 wurde mit
Hilfe der Westernblot-Analyse in A-375 und A-375-TS-Zellen untersucht. Die Zellen wurden mit 200
nM Alisertib (Vorbehandlung fir 2 h) +/- 20 ng/ml TRAIL fiir 16 h behandelt. Drei unabhéngige

Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse.

Um die Rolle der Caspasen in der Alisertib/TRAIL-induzierten Apoptose noch weiter zu
klaren, wurde der Pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-Oph eingesetzt, der irreversibel an die
katalytische Doméne der Caspasen bindet. Die Vorbehandlung der Zellen erfolgte fur 1 h mit
10 uM Q-VD-Oph und im Anschluss mit 200 nM Alisertib und 20 ng/ml TRAIL fiir 24 h.

Die morphologischen Veranderungen in den A-375- und A-375-TS-Zellen, die durch die
TRAIL-Behandlung induziert wurden, konnten durch eine Vorbehandlung mit Q-VD-Oph
blockiert werden. Die durch die Wirkung von Alisertib induzierten morphologischen
Veranderungen, zeigten sich trotz Vorbehandllung mit dem Pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-
Oph. In der Kombination von TRAIL und Alisertib wurde die Wirkung von Alisertib verstarkt
und die Q-VD-Oph-induzierte Blockierung der Wirkung von TRAIL Gberwunden (Abb. 22a/b).
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QVD + TRAIL

lisertib + TRAIL

Abbildung 22a: Zellmorphologie von A-375-Zellen 24 h nach Behandlung mit TRAIL, Alisertib
und der Kombinationsbehandlung in Anhédngigkeit der Caspasenaktivitidt Die Zellmorphologie
wurde ind 100facher VergréBerung fotographiert, nachdem die Zellen 24 h zuvor mit dem Pan-
Caspase-Inhibitor Q-VD-Oph behandelt wurden und anschlieBend mit TRAIL und Alisertib
(Vorbehandlung vor TRAIL fiir 2 h). Die Experimente sind mindestens dreimal wiederholt wurden mit
jeweils Dreifachwerten.
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Abbildung 22b: Zellmorphologie von A-375-TS-Zellen 24 h nach Behandlung mit TRAIL,
Alisertib und der Kombinationsbehandlung in Anhédngigkeit der Caspasenaktivitit Die
Zellmorphologie wurde in 100facher VergréBerung fotographiert, nachdem die Zellen 24 h zuvor mit
dem Pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-Oph behandelt wurden und anschlieBend mit TRAIL und Alisertib
(Vorbehandlung vor TRAIL fiir 2 h). Die Experimente sind mindestens dreimal wiederholt wurden mit
jeweils Dreifachwerten.
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Die Ergebnisse der Untersuchung des Einflusses von TRAIL und Alisertib nach Caspase-
Blockierung durch Q-VD-Oph auf die Zellmorphologie deuten auf eine Caspasen-
unabhéangige Induktion der Apoptose durch Alisertib hin. Zur Uberpriifung wurden die A-375-
Zellen durchflusszytometrisch untersucht. Eine Blockierung der TRAIL-induzierten Apoptose
durch Q-VD-Oph konnte nachgewiesen werden. Die Wirkung von Alisertib wurde dagegen
nur moderat blockiert. In der Kombination erzielte die Behandlung mit TRAIL und Alisertib
nach Vorbehandlung mit Q-VD-Oph héhere Apoptoseraten als eine Behandlung mit TRAIL
allein (Abb. 23a/b).

Control TRAIL Alisertib Alisertib + TRAIL
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Abbildung 23a: Apoptoseinduktion und Zellzyklusverdnderungen durch TRAIL und Alisertib
unter Einfluss des Pan-Caspase-Inhibitors Q-VD-Oph A-375-Zellen im Apoptoseassay
(Propidiumjodid, FACS) mit 200 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h), 20 ng/ml TRAIL und 10 uM
QVD-Oph (2 h vorinkubiert vor Alisertib) fiir 24 h behandelt. Das Experiment wurde mindestens
zweimal wiederholt mit Dreifachwerten. Die hier gezeigten Graphen sind representativ.
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Abbildung 23b: Apoptoseinduktion durch TRAIL und Alisertib unter Einfluss des Pan-Caspase-
Inhibitors Q-VD-Oph A-375-Zellen im Apoptoseassay (Propidiumjodid, FACS) mit 200 nM Alisertib
(Vorbehandlung fiir 2 h), 20 ng/ml TRAIL und 10 uM Q-VD-Oph (2 h vorinkubiert vor Alisertib) fiir 24 h
behandelt. Das Experiment wurde mindestens zweimal wiederholt mit Dreifachwerten. Die hier
gezeigten Graphen sind representativ.

Eine Analyse der Zellviabilitat nach Behandlung von A-375-Zellen mit TRAIL und Alisertib
nach Vorbehandlung mit Q-VD-Oph zeigte, dass die TRAIL-Wirkung durch Q-VD-Oph
blockiert wurde, die Wirkung von Alisertib dagegen kaum beeinflusst wurde In Kombination

aller drei Substanzen war die Wirkung entsprechend der Alisertib-Wirkung (Abb. 24a/b).

Die Blockierung der Caspasenkaskade fiihrte zur vollstandigen Blockierung der Caspasen-
abhangigen TRAIL-Wirkung. Alisertib konnte seine Wirkung Caspasen-unabhangig entfalten

und wurde durch die Inhibition der Caspasenkaskade nicht blockiert.
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Abbildung 24a: Darstellung der Zellviabilitdt Messung der Zellviabilitdt mittels Calcein-Assay in A-
375-Zellen, 24 h nach Behandlung mit 200 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h) und +/- 20 ng/ml
TRAIL, sowie mit 10 uM des Pan-Caspase-Inhibitors QVD-Oph (2 h vorinkubiert vor Alisertib).
Behandelte Zellen sind mit violetten, geschlossenen Graphen dargestellt. Zwei unabhéngige

Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse.
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Abbildung 24b: Quantitative Darstellung der Zellviabilitdt Messung der Zellviabilitat mittels
Calcein-Assay in A-375, 24 h nach Behandlung mit 200 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h) und +/-
20 ng/ml TRAIL, sowie 10. uM Q-VD-Oph. Behandelte Zellen sind im Balkendiagramm dargestellt. Der
prozentuale Anteil an nicht vitalen Zellen nimmt in der Kombinationsbehandlung mit Alisertib und
TRAIL signifikant zu. Zwei unabhéngige Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse.

Durch die Vorbehandlung mit dem Pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-Oph konnte die Wirkung von
TRAIL in den A-375-Zellen vollstandig blockiert werden. Die Kombination von Q-VD-Oph mit
Alisertib fUhrte nicht zu einer Blockierung der Wirkung von Alisertib (Abb. 22, 23a/b, 24a/b).

4.7 Aktivierung des mitochondrialen Signalweges

Die Ergebnisse der Untersuchung des extrinsischen Apoptose-Signalweges deuten auf eine
Caspasen-unabhangige Wirkung von Alisertib hin. Um die Beteiligung des mitochondrialen
Apoptosesignalweges zu untersuchen, wurde das mitochondriale Membranpotential (Aym)
gemessen. Der Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials fihrt zur

Freisetzung proapoptotischer Faktoren (Cytochrom C, AlF, SMAC) in das Zytoplasma und ist
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ein irreversibler Schritt des intrinsischen Apoptose-Signalweges (Gonzalves und Ashkenazi,
2010, Tait und Green, 2010). Die verwendeten Zelllinien A-375 und A-375-TS wurden mit
200 nM Alisertib und 20 ng/ml TRAIL behandelt und nach 1 h, 2 h, 4 h, 8 h und 24 h wurde

das Membranpotential gemessen (Abb. 25).

A-375 Zellen zeigten nach Behandlung mit TRAIL einen Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials. Dieser Effekt setzte bereits nach 4 h ein. Alisertib zeigte nach 4 h
hingegen keinen Effekt auf der Ebene des Membranpotentials. Nach 24 h zeigte sich eine
deutliche Hyperpolarisation an den Mitochondrienmembranen. Die Kombination von Alisertib
und TRAIL flhrte zu einem massiven Verlust des mitochondrialen Membranpotentials nach
24 h. In den A-375-TS-Zellen konnte erwartungsgemaf kein Effekt von TRAIL nachgewiesen
werden. Alisertib fluhrte allerdings auch in diesen Zellen zu einer deutlichen
Hyperpolarisation an der Mitochondrienmembran. In der Kombination mit TRAIL und Alisertib
kam es zu einem deutlichen Verlust des Membranpotentials, allerdings konnte auch

weiterhin eine Hyperpolarisation bei einem Teil der Zellpopulation nachgewiesen werden.
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Abbildung 25: Verdnderungen am mitochondrialen Membranpotential nach Behandlung mit
TRAIL und Alisertib. Messung des mitochondrialen Membranpotentials (Aym) in A-375, 1 h, 2 h, 4 h
und 24 h und in A-375-TS 4 h und 24 h nach Behandlung mit 200 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h)
und +/- 20 ng/ml TRAIL. Behandelte Zellen (offene Graphen, bei den A-375-TS rot dargestellt)
werden mit DMSO-behandelten Zellen (graue, geschlossene Graphen) verglichen. Drei unabhéngige
Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse.
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Die Ergebnisse zeigen, dass die Behandlung mit Alisertib zu keinem Zusammenbruch
des mitochondrialen Membranpotentials flhrte. In der Kombination mit TRAIL verstarkte

es die Wirkung von TRAIL und war in der Lage TS-Zellen flir TRAIL zu sensitivieren.

4.8 Einfluss von Alisertib auf die Expression von Bcl-2 Proteinen

Die Mitglieder der BCI-2-Proteine regulieren die Aktivierung des intrinsischen Apoptose-
2004).
Proteinexpression der Bcl-2-Protene zu Uberprifunen, wurden die Zelllinien A-375 und A-
375-TS mit 200 nM Alisertib und 20 ng/ml TRAIL fir 24 h behandelt und anschlieBend im
Westernblot analysiert (Abb. 26).

Signalweges (Green und Kroemer, Um den Einfluss von Alisertib auf die
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Abbildung 26: Expression von Bcl-2-Proteinen nach Behandlung mit Alisertib und TRAIL Die
Expression der Bcl-2 Proteine wurde mit Hilfe der Westernblot-Analyse in A-375- und A-375-TS-Zellen
untersucht. Die Behandlung erfolgte mit 20 ng/ml TRAIL, 200 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h)
oder der Kombinationen fiir 24 h. Drei voneinander unabhéngige Experimente wurden durchgefiihrt
und zeigten vergleichbare Ergebnisse.
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Die Expression der untersuchten Bcl-2-Proteine Bcl-2, Mcl-1, Bax und Bak wurde untersucht.

Es zeigte sich kein Einfluss von Alisertib auf die Expression der Uberpriiften Bcl-2-Proteine.

4.9 Bestimmung von reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) nach Behandlung mit
Alisertib

Unter physiologischen Bedingungen sind moderate ROS-Spiegel Abwehrmechanismen
gegen Mikroorganismen und wirken als sekundare Botenstoffe bei der Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wie NF-kappa-B und p53. Erhéhte ROS-Spiegel fihren zu Schaden
an der Mitochondrienmembran, an Proteinen, der DNS und fiihren schlieRlich zur Apoptose

oder Nekrose.

Zur Uberpriifung der Wirkung von Alisertib auf die ROS-Bildung wurden die Zelllinien A-375
und A-375-TS mit 200 nM und 500 nM Alisertib und 20 ng/ml TRAIL behandelt. Parallel
wurden ROS-Spiegel im Vergleich zu H,;O,-behandelten Kontrollen (unverdinnt und
verdunnt) und einer nur mit Farbstoff-behandelten Kontrolle (H2DCFDA) zu 30 min, 1 h, 2 h,
4 h bestimmt (Abb. 27a/b, 28).
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Abbildung 27a: Bestimmung der ROS-Spiegel nach Behandlung mit Alisertib und TRAIL A-375
Zellen wurden fir 30 min bzw. 1 h mit 200 und 500 nM Alisertib behandelt. Die Zellen wurden
anschlieSend mit H,.DCFDA geférbt und durchflul3zytometrisch analysiert. Behandelte Zellen (offene
farbige Graphen) wurden mit DMSO-behandelten Kontrollen (graue, gefiillte Graphen) verglichen.
Eine héhere Fluoreszenz (Shift nach rechts) korrespondiert mit erhbhten ROS-Spiegeln. Es wurden
drei unabhdngige Experimente, in denen jeweils Triplikate gemessen wurden, durchgefiihrt. Die
Ergebnisse waren vergleichbar. Die Graphen zeigen reprdsentativ ausgewéhlte Proben eines
Experiments.
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Abbildung 27b: Bestimmung von ROS in A-375-Zellen A-375-Zellen wurden fiir 30 min, 1 h, 2 h
und 4 h mit 200 und 500 nM Alisertib behandelt, anschlieBend mit H,DCFDA geférbt und
durchfluBzytometrisch analysiert. Behandelte Zellen (farbige Graphen) wurden mit DMSO- Kontrollen
(grau gefiillte Graphen) verglichen. Ein Shift nach rechts korrespondiert mit erhéhten ROS-Spiegeln.
Drei unabhéngige Experimente, mit jeweils Triplikaten zeigten vergleichbare Ergebnisse. Die Graphen
zeigen représentativ ausgewéhlte Proben eines Experiments.
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Abbildung 28: Bestimmung von ROS in A-375-TS A-375-TS-Zellen wurden fiir 30 min, 1 h, 2 h und
4 h mit 200 und 500 nM Alisertib behandelt, anschlieBend mit H,DCFDA gefdrbt und
durchfluBzytometrisch analysiert. Behandelte Zellen (farbige Graphen) wurden mit DMSO- Kontrollen
(grau gefiillte Graphen) verglichen. Ein Shift nach rechts korrespondiert mit erhéhten ROS-Spiegeln.
Drei unabhéngige Experimente, mit jeweils Triplikaten zeigten vergleichbare Ergebnisse. Die Graphen
zeigen représentativ ausgewéhlte Proben eines Experiments.
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In den A-375-Zellen kam es zu keiner reproduzierbaren Erhéhung der ROS-Spiegel. Es
konnte keine Erhdhung der ROS-Spiegel in A-375-TS-Zellen durch die Behandlung mit
Alisertib im Vergleich zu den mit H,O, behandelten Kontrollen festgestellt werden. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass dieser Mechnismus nicht fir die Alisertib-Wirkung

verantwortlich ist.

4.10 Aktivierung von p53 und p21 durch Alisertib

Als Schlisselprotein in der Zellzykluskontrolle und Apoptose kommt p53 eine besondere
Rolle als Tumorsuppressor zu. Es induziert als Transkriptionsfaktor die Produktion des
Proteins p21, das wiederum hemmt sowohl den Cyclin D/CDK4/6-Komplex als auch den
Cyclin E/CDK2-Komplex und unterbricht damit die Fortfihrung des Zellzyklus. Die Zellen
bekommen durch die Aktivierung von p53 Zeit, DNA zu reparieren, bevor sie sich teilen. Ist
die Reparatur moglich, sinkt der p53-Spiegel wieder, p21 wird nicht weiter transkribiert und
der Zellzyklus kann fortgefihrt werden. Ist eine Reparatur nicht mdglich, werden durch p53
die proapoptotischen Bcl-2-Proteine aktiviert und so die Caspasenkaskade eingeleitet, die
zur Apoptose fihrt. Zur weiteren Abklarung des moéglichen Mechanismus der durch Alisertib

vermittelten TRAIL-Sensitivierung wurden p53 und p21 genauer untersucht.

Die Wirkung einer Behandlung mit Alisertib auf die Aktivierung von p53 und p21 wurde auf
Proteinebene in den Zelllinien A-375 und A-375-TS im Western-Blot in Gesamtzellextrakten

untersucht. Es kam durch TRAIL zu keiner Aktivierung von p53 in diesen Zelllinien.
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Abbildung 29: Expression von p53 und p21 auf Proteinebene im Gesamtzellextrakt von A-375-
und A-375-TS-Zellen nach Behandlung mit Alisertib und TRAIL Die Expression von p53 und p21
wurde mit Hilfe der Westernblot-Analyse in A-375-Zellen und A-375-TS-Zellen untersucht. Die
Behandlung erfolgte mit 20 ng/ml TRAIL, 200 nM Alisertib (Vorbehandlung fiir 2 h) oder der
Kombinationen Drei voneinander unabhédngige Experimente wurden durchgefiihrt und zeigten
vergleichbare Ergebnisse.

Die Behandlung mit Alisertib rief eine signifikante Hochregulierung von p53 hervor. In der
Kombination mit TRAIL erschien diese Wirkung eher abgemildert. Fur die Proteine p53 und
p21 ist beschrieben, dass sie durch die Behandlung mit TRAIL nicht aktiviert werden (Fecker
et al., 2006). Das Protein p21 wird ebenfalls durch Alisertib aktiviert (Abb. 29).

Um diesen Vorgang in den Zellen genauer lokalisieren zu kdnnen, wurden Kern- und
Zytosolextrakte erstellt und vergleichend untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass p53 im
Kern hochreguliert ist. Dabei ist auffallig, dass die Wirkung in der Kombinationsbehandlung
mit TRAIL im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Alisertib in A-375-Zellen abgeschwacht
ist. In den A-375-TS-Zellen, in denen von TRAIL keine Effekte ausgingen, ist die Aktivierung
von p53 durch die Kombination mit TRAIL genauso stark wie durch Alisertib alleine. (Abb.
30).
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Ergebnisse
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Abbildung 30: Die zytosolische und nukledre Expression von p53 in A-375- und A-375-TS-
Zellen nach Behandlung mit Alisertib und TRAIL Die Expression und Lokalisation von p53 wurde
mit Hilfe der Westernblot-Analyse in A-375 und A-375-TS untersucht. Dafiir wurden Kern und
Zytosolextrakte hergestellt. Die Behandlung erfolgte mit 20 ng/ml TRAIL, 200 nM Alisertib
(Vorbehandlung fiir 2 h) oder der Kombinationen. Zwei voneinander unabhéngige Experimente
wurden durchgefiihrt und zeigten vergleichbare Ergebnisse.

Die Ergebnisse zeigen, dass p53 im Kern durch Alisertib hochreguliert wurde. Dabei war
auffallig, dass die Wirkung in der Kombinationsbehandlung mit TRAIL im Vergleich zur
alleinigen Behandlung mit Alisertib in A-375-Zellen abgeschwacht war. In den A-375-TS-
Zellen, in denen von TRAIL keine Effekte ausgingen, war die Aktivierung von p53 durch die

Kombination mit TRAIL genauso stark wie durch Alisertib alleine (Abb. 30).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die durchgefihrten Untersuchungen erstmalig
zeigen, dass Alisertib Melanomzellen fiir die TRAIL-induzierte Apoptose sensitivieren. Dabei
vermittelt Alisertib seine Wirkung nicht Uber die Caspasenkaskade, das mitochondriale
Membranpotential oder eine Beeinflussung der Bcl-2-Protein-Expression, sondern fihrt zu

einer Aktivierung von p53.
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung von Zellkulturmodellen im Melanom

Beim Melanom handelt es sich um eine sehr heterogene Gruppe von Tumoren, die aus
Melanozyten entstehen. Kutane Melanome kdnnen dabei grob in zwei Gruppen unterteilt
werden. Zum einen in solche, die durch chronische Schadigung durch UV-Strahlung
entstehen und zum anderen in solche, die nicht durch UV-Schadigung entstehen. Melanome
UV-geschadigter Haut treten typischerweise an Kopf, Schulter und Nacken und den dorsalen
Seiten der Arme auf (Bastian, 2014). Modelle, die die Progression eines benignen Navus als
gerichtet Uber die maligne Entartung, den invasiven Wachstum eines Melanoms bis zur
Metastasierung beschreiben (siehe Abb.1 Clark Stadien), werden nach heutiger Sicht der

Komplexitat der Entstehung eines Melanoms nicht immer gerecht (Shain und Bastian, 2016).

Diese Komplexitat I&sst sich durch die Funktion und Anatomie der Melanozyten erklaren. In
der Epidermis eines Menschen finden sich ca. 1500 dieser Zellen pro mm?. Sie bilden eine
kleine Zellpopulation, die sich unregelmaflig und sehr selten teilt (Kanitakis, 2002).
Proliferation und Funktion werden durch die UV-Strahlung stimuliert. DNS-Schadigung in den
Keratinozyten, die das Hormon alpha-MSH (alpha Melanocyte Stimulating Hormone)
ausscheiden, regen die Melanozyten zur Melanin-Produktion an. Dies geschieht als
Schutzmechanismus vor weiterer, Sonnen-induzierter DNS-Schadigung (Kaidbey et al.,
1979).

Da Melanozyten aus der Neuralleiste stammen, erklart sich ihre dendritische Morphologie
und ihr teilweise nicht nur auf die Haut begrenztes Vorkommen. Melanome, die von uvealen,
anogenitalen oder meningealen Melanozyten ausgehen, unterscheiden sich
histopathologisch und genetisch stark von kutanen Melanomen (Bastian, 2014). Das die
Gewebeumgebung und die fur die Melanomart typischen Mutationen Einflufd auf die Funktion
und die Reaktion der Zellen auf verschiede Stimuli haben, konnte bereits experimentell

nachgewiesen werden (Huang et al., 2015).

Grundsatzlich sind Zellkulturmodelle beim Melanom sowohl von primaren Melanomen oder
Melanommetastasen nur eingeschrankt auf die invivo-Situation Ubertragbar, da den Zellen
die physiologische Umgebung fehlt und die Zellkulturlinien durch wiederholte Passagen
beeinflusst werden. Metastasenzellen, die invivo zu den am schnellsten proliferierenden
Zellen gehodren (Straume et al., 2000), kénnen invitro sogar den gegenlaufigen Effekt haben,
wie es sich auch in den in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien zeigen lie® . Es gibt Hinweise
das selbst die Isolation von Melanozyten aus unterschiedlichen Bereichen des Koérpers

unterschiedliche Phanotypen und Expressionsmustern ergeben, mit einer unterschiedlichen
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Bereitschaft Melanome zu entwickeln (Huang et al., 2015). Der Vergleich von
Melanomzellkulturen mit primaren, kultivierten Melanozyten ist deswegen problematisch, da
Melanozyten in der Zellkultur nur durch den Einsatz von stimulierenden Zusatzen kultivierbar

sind. Dieses artifizielle invitro System spiegelt nicht die invivo Situation wider.

Vor diesem Hintergrund haben solche Zellkulturmodelle aufgrund ihrer Standartisierbarkeit
dennoch ihre Berechtigung um grundlegende zellulare Mechanismen zu untersuchen.
Schliellich sollten die in diesen Zellkulturen gefundenen biologischen Vorgange in
weiterfihrenden Experimenten, beispielsweise in Xengrafts, Uberprift werden. Allerdings
eignen sich Zellkulturmodelle zur Identifizierung neuer Diagnostikverfahren und

Therapiestrategien.

5.2 Die Bedeutung von Aurorakinase-Inhibitoren und TRAIL in der Tumor-
therapie und Effekte von Alisertib MLN 8237 in Melanomzellen

Die Fahigkeit von Tumorzellen zellulare Kontrollpunkte der Proliferationregulation zu
umgehen und durch die Modulation der Apoptose eine schnell einsetzende Resistenz
gegenuber der korpereigenen Tumorabwehr sowie gegenlber Tumortherapeutika zu
erzeugen, haben diese Signalwege zu Zielstrukturen innovativer Therapiestrategien
gemacht. So haben die Forschungsergebnisse zur Proliferationsregulation beim Melanom
Uber den MAP (Mitogen-activated Proteinkinasen)-Signalweg =zu der Ent-wicklung
verschiedener RAF-Kinase-Inhibitoren (z.B. Sorafenib, Dabrafenib, Vermurafenib) gefuhrt,
die in der Klinik zur Behandlung von Patienten mit metastasiertem Melanom erfolgreich
eingesetzt werden (Mandal et al., 2015). Der BRAF-Inhibitor Vemurafenib (Zelboraf®) ist seit
2012 in Europa zur Behandlung von Patienten mit inoperablen oder metastasiertem

Melanom und einer BRAF-V600-Mutation zugelassen (Soseman et al., 2012).

Bei den Signalwegen der Apoptoseregulation konnte das therapeutische Potential von TRAIL
in der Vergangenheit mehrfach dargestellt werden. Ein Therapieeinsatz wird aber durch das
Einsetzen von Resistenzmechanismen limitiert (Quast et al., 2014; Lemke et al., 2014;
Amarante-Mendes und Griffith, 2015). Dies flhrte zu mehreren Arbeiten Uber mdgliche
Kombinationsbehandlungen mit TRAIL (Berger et al. 2013; Quast et al 2013; Zhou et al.,
2013), bei denen unter anderem Zellzyklusinhibitoren zu einer Verstarkung der TRAIL-
induzierten Apoptose flhrten. Der Resistenzentwicklung gegen die TRAIL-induzierte
Apoptose in Melanomzellen liegen die Hochregulierung von Bcl-2 und clAPs, die Blockierung
der Bax-Aktivierung, die Herunterregulation von Todesrezeptoren und die Herunterregulation
der Initiatorcaspasen 8 und 10 (Kurbanov et al., 2007, Eberle et al., 2007; Quast et al., 2014,

Trivedi und Mishra, 2015) zugrunde. Zur Uberwindung dieser Resistenz wurden aus diesen
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identifizierten Mechanismen verschiedene Zielstrukturen fir neue Ansatze in der
Melanomtherapie entwickelt, wie beispielsweise die Blockierung von |APs durch SMAC-
Mimetika (Fulda und Vucic, 2012).

Aurorakinase-Inhibitoren sind in den letzten Jahren ebenfalls in den Fokus der
Tumorforschung gerickt. lhre Zielstrukturen, die Aurorakinasen, sind essentiell fir die
Regulation des Zellzyklus und somit fur die Zellproliferation. Aurorakinase A (AURKA) wird
durch Phosphorylierung aktiviert und ist wahrend des Uberganges von der G2-Phase zur M-
Phase aktiv. Sie ist an der Bildung des Spindelapparates wahrend der Mitose beteiligt
(Andrews et al., 2003, Hirota et al., 2003, Vader et al., 2008). Prinzipiell ist die Aurorakinase
A auch in normalen Korperzellen exprimiert, eine Uberexpression wurde allerdings

besonders in malignen Zellen beschrieben (Gritsko et al., 2003, Jeng et al., 2004).

Der verwendete Inhibitor Alisertib ist selektiv gegen AURKA gerichtet und wurde bereits in
Phase-Il Studien bei Patienten mit fortgeschrittener myeloischer Leukdmie und Non-
Hodgkin's Lymphom eingesetzt. Hier zeigte Alisertib generell eine gute Vertraglichkeit
(Goldberg et al., 2010, Friedberg et al., 2014). Eine Tumorwachstum-hemmende Wirkung
von Alisertib auf DNA-Schaden-vermittelte Seneszenz und die Blockierung von NFkappaB
wurde bereits beschrieben (Lui et al., 2013). Eine Kombinationstherapie mit Alisertib wird als

vielversprechende Strategie in verschiedenen Tumorentitdten gesehen (Niu et al., 2015).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine starke Expression der AURKA in den verwendeten
Melanomzelllinien nachgewiesen werden. Die von einem Primartumor abstammenden
Zelllinien A-375 und A-375-TS, die eine auf TRAIL-Resistenz selektierte Tochterzelllinie von
A-375 ist, zeigten dabei eine im Vergleich zu den zwei von Metastasen abstammenden
Zelllinien, Mel-2a und Me-Wo, eine geringer ausgepragte Expression. Eine vergleichbare

Expressionsstarke zu Mel-2a und Me-Wo, zeigte Mel-HO.

Im Rahmen eines anderen Projektes, bei dem die Proteinexpression mittels Western-Blot
bestimmt wurde, wurden bereits Zellen des kutanen T-Zell Lymphoms (CTCL) auf die
Aurorakinase A-Basisexpression untersucht. Hier konnten wir fur die CTCL-Zelllinien MyLa,
SeAx, HH und HuT-78 eine Uberexpression von Aurorakinase A nachweisen. Die
Uberpriifung erfolgte zuséatzlich zur Untersuchung der Expression auf Proteinebene, auch
auf RNA-Ebene mittels Reverse-Transkriptase-PCR. Zum Vergleich zeigten CD'4-
Gedachniszellen eine deutlich geringere Aurorakinase A-Expression als die CTCL-Zelllinien
(Humme et al., 2015). Im Melanom wird oft der Vergleich zu Melanozyten herangezogen.
Dabei muss beachtet werden, dass Melanozyten Zellen sind, die unter physiologischen
Bedingungen in vivo nur etwa 1 % der Zellen der Epidermis ausmachen (Brenner und

Berking, 2010) und nur gering proliferieren. In einem Zellkulturmodell missen sie stark
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stimuliert werden, um eine gewulnschte Proliferationsrate und Zelldichte zu erreichen. Daher
ist die Vergleichbarkeit von Melanozyten und Melanomzellen im Zellkulturmodell
unzureichend (Quast et al., 2014). Zusétzlich zu den Melanomzelllinien wurde daher zum
Vergleich die kutane T-Zell-Lymphomzelllinie (CTCL) HuT-78 untersucht. Hier zeigten Mel-
2a, Me-Wo und Mel-HO eine vergleichbare Expressionstirke von AURKA wie HuT-78
(Humme et al., 2015).

Die Hypothese, dass Aurorakinase A besonders in schnell proliferierenden, entarteten Zellen
Uberexpremiert ist, konnte durch aktuelle Arbeiten untermauert werden (Humme et al., 2015,
Sun et al., 2015) und ist ein interessanter Aspekt in Bezug auf die Vertraglichkeit einer auf
diese Uberexpression abzielende Behandlung. Um die Effekte einer Alisertib-Behandlung in
Melanomzellen bewerten zu koénnen, wurden anschlielend Proliferationsexperimente
durchgefihrt.

In Echtzeit-Zellanalysen konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass Alisertib die
Proliferation von A-375-Zellen mit 200 nM nicht signifikant beeinflusst. Bei den A-375-TS-
Zellen wurde die Proliferation, bei gleicher Inhibitorkonzentration moderat abgeschwacht. In
der Kombinationsbehandlung mit TRAIL konnte die Proliferation allerdings in beiden
Zelllinien signifikant blockiert werden. TRAIL alleine hat in A-375-Zellen initial eine
antiproliferative  Wirkung, die dann aber aufgehoben wird. Hier kommen einsetzende
Resistenzmechanismen, wie Selektion, aber auch der Verbrauch von TRAIL erklarend in
Betracht. In der Kombination mit Alisertib wird die Proliferation nachhaltig unterdriickt und
der TRAIL-Effekt verstarkt. Dies lasst vermuten, dass die von dem Inhibitor entfaltete
Wirkung auf Ebene des Zellzyklus die Zellen fur die TRAIL-induzierte Apoptose sensitivieren
kann. In der induziert resistenten A-375-TS Melanomzelllinie wurde dies Uberprift und auch
hier konnte ein antiproliferativer Effekt in der Kombinationsbehandlung belegt werden.
Nachdem TRAIL in diesem Fall keine Apoptose induzieren konnte und auch Alisertib keinen
signifikanten antiproliferativen Effekt hatte, wurde der Ansatz einer Kombinationstherapie in

weiteren Experimenten genauer untersucht.

Eine Uberprifung eines proapoptotischen Effekts von Alisertib, der in verschiedenen
Tumorzelllinien bereits beschrieben wurde (Humme et al., 2015, Liu et al., 2013), konnte
zeigen, dass der Inhibitor auch in A-375-Zellen und A-375-TS-Zellen Apoptose induzieren
konnte. Der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen durch die Behandlung mit Alisertib, in
einer Konzentration von 200 nM, betrug zwischen 18 % und 24 %. Dabei waren die
Apoptoseraten dosisabhangig. In den Zellinien Mel-HO, Mel-2a und Me-Wo konnte der
Inhibitor keine signifikante Apoptose induzieren. Bei Humme et al. 2015 reagierten

unterschiedliche Zellinien ebenfalls nur teilweise mit Apoptose.
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Die Kombinationsbehandlung mit TRAIL flhrte in A-375-Zellen zu einer additiven
Verstarkung der Apoptose auf 41 % bis 45 %. In den TRAIL-selektierten A-375-TS-Zellen
konnte eine synergistische Verstarkung der Apoptose in der Kombinationstherapie
nachgewiesen werden. Parallel zu der quantitativen Analyse der apoptotischen Zellen, wurde
eine Zellzyklusanalyse durchgefihrt. Hier zeigte sich der charakteristischer G1/G2-Arrest,
wie er bereits fir Aurorakinase A-Inhibition beschrieben wurde (Humme et al., 2015; Sun et
al., 2015). Besonders deutlich zeigte sich ein G2-Arrest in Mel-2a-Zellen und MeWo-Zellen,
die allerdings nicht mit Apoptose reagierten. Daraus ergab sich die Frage nach der
tatsachlichen Viabilitat der Zellen. Es konnte gezeigt werden, dass die Anzahl der nicht
viablen Zellen signifikant Gber den apoptotischen Zellen bei 60% lag. Die Behandlung mit
TRAIL alleine flhrte zu 25% nicht viabler Zellen, wahrend die Behandlung mit Alisertib nur zu
5% nicht viabler Zellen fuhrte. Diese synergistische Wirkung von TRAIL und Alisertib konnte

aktuell auch im Mausmodell nachgewiesen werden (Liu et al., 2015).

Die Zytotoxizitat wurde parallel zu den Apoptoseexperimenten Uberprift und es wurde keine
signifikante Zytotoxizitdt durch Alisertib festgestellt. Die Zytotoxizitat, die sich nach der
TRAIL-Behandlung zeigte, ist als sekundar zu werten, da in vitro keine Makrophagen
vorhanden sind, die in vivo die durch die Apoptose zugrunde gegangenen Zellen
autophagieren. Die von TRAIL induzierte Wirkung ist nicht zytotoxisch (Berger et al. 2011;
Quast et al. 2014).

5.3 Keine Aktivierung des mitochondrialen Signalweges durch Alisertib

Der mitochondriale Signalweg in Melanomzellen ist von zentraler Bedeutung fir die
Regulation der Apoptose und wurde in dieser Arbeit genauer untersucht. Es zeigte sich
dabei, dass die Behandlung mit TRAIL keinerlei Verdnderungen auf Ebene der hier
Uberpriften Bcl-2 Proteine ausloste. Auch die Aktivierung der Caspase-9 konnte nicht
nachgewiesen werden. Die bei einer bestehenden Resistenz gegen TRAIL vorhandene
Blockade der autokatalytischen Aktivitat der Caspase-3 hat eine insuffiziente Aktivierung der

gesamten Caspasenkaskade zur Folge (Berger et al., 2011).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass es durch Alisertib zu keiner
Aktivierung der Caspasenkaskade kommt. Weder die Initiatorcaspase-8 noch die
Effektorcaspase-3 konnten durch die Alisertib-Behandlung aktiviert werden. Die
Kombinationsbehandlung mit TRAIL fuhrte allerdings zu einer signifikanten Aktivierung von
Caspase-8 und -3. Die Caspase-3 wurde sowohl in A-375 als auch den TRAIL-selektierten

A-375-TS-Zellen prozessiert und damit aktiviert.
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Untersuchungen des mitochondrialen Membranpotentials, dessen Zusammenbruch
charakteristisch fir apoptotische Zellen ist, konnten in der Vergangenheit mehrfach zeigen,
dass die Behandlung mit TRAIL zu einem deutlichen Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials fiihrt (Berger et al., 2011, Quast et al., 2014). In den parentalen A-375-
Zellen sind bis zu 40 % der Zellen betroffen, wahrend dieser Effekt bei den A-375-TS-Zellen
vollstandig blockiert ist. Diese Blockierung konnte z.B. durch die Kombination von TRAIL und
Indirubin aufgehoben werden (Berger et al.,, 2011). Der von TRAIL ausgeldste
Zusammenbruch des Membranpotentials in den A-375-Zellen konnte bereits nach 2 h
nachgewiesen werden und liegt damit initial vor Einsetzen der Apoptose. Die durch den
Zusammenbruch des Membranpotentials aus dem Mitochondrium freigesetzten
proapoptotischen Proteine Cytochrom C und AIF flhren Uber den intrinsischen Signalweg in
die Apoptose (Gottlieb et al., 2003). Nach 8 h, wenn die Apoptose einsetzt, zeigt sich der von
TRAIL ausgeloste Effekt noch deutlicher und findet sich nach 24 h der, im Zuge des
Membranpotentialzusammenbruchs bei 40 % der Zellen. Bei den A-375-TS-Zellen bleibt

dieser Effekt aus.

Es konnte in dieser Arbeit erstmals gezeigt werden, dass die Kombination von Alisertib und
TRAIL diese Blockierung tberwinden kann. Interessanterweise reagieren die Zellen nach der
Behandlung mit Alisertib zu frihen Zeitpunkten nicht mit Veranderungen am
Membranpotential. Spater fihrt Alisertib zu einer signifikanten Hyperpolarisation der
Membran nach 24 h. In den A-375-Zellen verstarkt die Kombination mit Alisertib den von
TRAIL ausgeldsten Zusammenbruch des Membranpotentials signifikant. Auch in den A-375-
TS-Zellen flihrt die Kombination zu einer Induktion des Membranpotentialzusammenbruchs.
Allerdings ist dieses Ereignis nicht initial, sondern muss im Zuge der Apoptose eingeordnet
werden. Auch dies passt zu den Ubrigen Ergebnissen der Arbeit, bei denen Alisertib keine
Effekte auf den mitochondialen Apoptoseweg hatte. Darlberhinaus erbrachte die
Untersuchung der ROS-Spiegel, deren Anstieg ebenfalls mit einer mitochondialen

Aktivierung assoziert ist, keinen Hinweis auf die Entstehung von ROS durch Alisertib.

5.4 Aktivierung des extrinsischen Signalweges durch Alisertib

Der extrinsische Signalweg, der durch die Resistenz gegen TRAIL blockiert ist, wird durch
Alisertib  wieder aktivierbar. Die Caspasen-8 und -3 werden nach der
Kombinationsbehandlung in den TRAIL-selektierten Zellen gespalten. Fur eine
Caspasenaktivierung sprechen die Ergebnisse aus den Apoptoseexperimenten, in denen
zusatzlich der Pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-Oph eingesetzt wurde. Q-VD-Oph hat eine

antiapoptotische Wirkung und blockiert die TRAIL-induzierte, caspasenabhangige Apoptose
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vollstandig. Auf die Wirkung von Alisertib hatte Q-VD-Oph keinen signifikanten Einfluss.
Auch in der Kombinationsbehandlung war der Pan-Caspase-Inhibitor nicht in der Lage, die
von Alisertib induzierte Wirkung zu blockieren. Dies spricht fuir einen Caspase-unabhangigen

Mechanismus von Alisertib.

5.5 Die Rolle des Tumorsuppressors p53 bei der durch Alisertib-vermittelten

Sensitivierung fiir die TRAIL induzierte Apoptose

Der Dialog zwischen einer Aurorakinase A-Uberexpression und der Herabregulierung von
p53, ist schon langer im Fokus der Forschung zur Tumorgenese im Zusammenhang mit
Aurorakinase A. Die mit Aurorakinase A-Uberexpression einhergehenden Veranderungen in
den Zellen, wie Aneuploidie, genomische Instabilitat, Fehler in der Zellteilung, die Umgehung
von Zellzykluskontrollmechanismen und die Dysregulation der Transkriptionsfaktoren AP-
2alpha und NFkappaB begunstigen Tumorwachstum, Apoptoseresistenz  und
Chemotherapieresistenz. Die Herabregulierung von p53 eliminiert dariiber hinaus einen
wichtigen Kontrollmechanismus im Zellzyklus (Meraldi et al., 2002). Es wurde bereits
gezeigt, dass Aurorakinase A und p53 in einem streng reguliertem negativen Feedback-Loop
involviert sind, der in maligne entarteten Zellen blockiert ist (Katayama et al., 2004). Die
Phosphorylisierung von S315 durch Aurorakinase A induziert den MDM2-abhangigen p53
Abbau. Dagegen hat p53 eine inhibierende Wirkung auf die Aurorakinase A-Aktivitat (Chen
et al., 2002). Der in dieser Arbeit verwendete Aurorakinase A-Inhibitor wurde kuirzlich mit
einem MDM2-Inhibitor kombiniert und es konnte die Aktivierung von p53 nachgewiesen

werden (Vilgelm et al., 2015).

Wahrend die Rolle von p53 fur die Tumorgenese von epithelialen Tumoren relativ gut belegt
ist, ist die Rolle von p53 im Melanom umstritten. Anders als in anderen Tumorentitaten, bei
denen eine Mutation des Tumor-Suppressor-Gens p53 vorliegt, sind solche mutativen
Veranderungen beim Melanom nicht nachgewiesen oder nicht signifikant und spielen daher
eine untergeordnete Rolle. Einige Autoren diskutieren die Rolle von p53 bei der Regulierung
der Hautpigmentierung durch UV-Strahlung (Box und Terzian, 2008). Die durch UV-
Strahlung verursachten p53-Mutationen scheinen aber fur die Entstehung des Melanoms
keine Bedeutung zu haben. Hier steht die Suche nach weiteren Tumor-Suppressor-Genen

im Fokus der Untersuchungen.

Umso bemerkenswerter ist es, dass in dieser Arbeit erstmalig ein signifikanter Anstieg von
p53 auf Proteinebene in Melanomzellen durch Alisertib gezeigt werden konnte. Es konnte
bereits mehrfach gezeigt werden, dass TRAIL alleine nicht zu einer Verstarkung der p53-

Expression fihrt (Berger et al.,, 2011; Fecker et al., 2006). Durch den Transkriptionsfaktor
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p53 wird die Bildung von p21 induziert. Eine Verstarkung der Expression des Proteins p21
konnte parallel zum Anstieg von p53 in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Die genauere
Untersuchung in Kernfraktionsextrakten zeigte, dass p53 besonders im Kern akkumuliert.
Der Anstieg von p53 und das damit verbundene Wiedereinsetzen eines wichtigen
Zellzykluskontrollpunktes, passen zu den bekannten und in dieser Arbeit bestatigten
Ergebnissen, dass die Inhibition von Aurorakinase A zu einem G2-Arrest fihrt. Die durch p53
entstehenden Effekte, wie die Hochregulierung von Todesrezeptoren oder die Aktivierung
von Bax, wurden in dieser Arbeit nicht weiter untersucht, sind aber sicher interessante
Ansatzpunkte fur die weitere Aufklarung des Mechanismus, der durch Alisertib induzierten

Sensitivierung fir die TRAIL-induzierte Apoptose.

5.6 Die mogliche Bedeutung der Kombination von Alisertib und TRAIL fiir den

therapeutischen Einsatz von TRAIL fiur die Melanomtherapie

Mit Alisertib steht ein Aurorakinase A-Inhibitor zur Verfligung, dessen gute Vertraglichkeit
bereits mehrfach nachgewiesen wurde und dessen antiproliferative und proapoptotische
Wirkung in vorklinischen und klinischen Studien belegt ist. Dies macht diesen Inhibitor auch
fur die Melanomtherapie zu einem interessanten Kandidaten. In dieser Arbeit konnten erste
Hinweise auf eine Bestatigung dieser in Alisertib gesetzten Hoffnungen gegeben werden.
Aktuell wurde die Effektivitdt von Alisertib mit DR5-Antikérpern (Death Receptor-5-
Antikérper) als Behandlung fir Vemurafenib-resistente Melanompatienten vorgeschlagen
und eine Seneszenz-induzierende Vorbehandlung mit anschlielender Apo2L/TRAIL- oder
DRS5-Antikoérper-Therapie diskutiert (Liu et al., 2015).

Besonders der Kombinationstherapie wird bei der Behandlung von therapieresistenten
Tumorerkrankungen in den letzten Jahren immer mehr Bedeutung beigemessen. Eine
individualisierte, auf den Patienten abgestimmte und wahrend der Behandlungszyklen immer
wieder angepasste und modifizierte Therapie, stellt aus heutiger Sicht die Zukunft der
Tumortherapie dar. Im Fall von TRAIL koénnte einer Kombinationsbehandlung eine
besondere Bedeutung zukommen. Die Hoffnungen, die man vor 15 Jahren, nach der
Entdeckung von TRAIL, in diese Therapiestrategie hatte, lieRen sich in klinischen Studien
bisher nicht bestatigen (Lemke et al., 2014; Walczak et al., 2000).

Neue fur TRAIL-sensitivierende und dabei vertragliche Kombinationstherapieansatze sind fir
den klinischen Einsatz von TRAIL unerlasslich. Die in dieser Arbeit Uberprifte Strategie der
Kombination eines Aurorakinase A-Inhibitors und TRAIL stellt einen weiteren Baustein dar,
der den Einsatz von TRAIL in der Melanomtherapie ermdglichen kénnte. Die Uberwindung

von Apoptoseresistenz-mechanismen in Melanomzellen durch Alisertib ist besonders
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Diskussion

interessant, da Alisertib, wie oben bereits erwahnt, seine gute Vertraglichkeit und
Wirksamkeit bereits in Studien der Phase Il und Il unter Beweis gestellt hat. Der Ansatz der
Aurorakinase A Inhibition zur  Sensitivierung von  Tumorzellen fir eine
Kombinationsbehandlung ist aktuell in verschiedenen Tumorentitdten im Fokus der
Untersuchungen zu neuen Chemotherapieansatzen (Humme et al., 2015; Liu et al., 2015;
Sun et al., 2015).

AbschlieBend lasst sich festhalten, dass im Rahmen der vorliegenden Arbeit unter
Verwendung eines TRAIL-Resistenz-Zellkulturmodells der Aurorakinase-Inhibitor Alisertib
TRAIL-resistente Melanomzellen flir eine TRAIL-Behandlung sensitivieren konnte. Vor dem
Hintergrund aktueller Arbeiten zu diesem Thema, stellt dieser Weg eine weitere
therapeutische Moglichkeit dar, um TRAIL in der Tumortherapie erfolgreich einsetzen zu
kbnnen Um den zugrunde liegenden Mechanismus weiter aufzuklaren, sollten

weiterflhrende Arbeiten die Ursache der hier gezeigten Aktivierung von p53 abklaren.
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Zusammenfassung

Sensitivierung von Melanomzellen fiur die TRAIL-induzierte
Apoptose mittels eines selektiven Aurorakinase-A-Inhibitors

Therapeutische Strategien beim metastasierten Melanom stellen immer noch eine
Herausforderung dar. Ein Grund ist die hohe Rate der Resistenzentwicklung gegen
Chemotherapeutika. Die Verwendung des Todesliganden TRAIL (TNF-related apoptosis
inducing ligand) ist ein interessanter Therapieansatz, da die proapoptotischen Effekte fast
ausschlieldlich in Tumorzellen entfaltet werden und gesunde Zellen kaum beeinflusst werden.
Die Eigenschaft von Tumorzellen, eine Resistenz gegen TRAIL aufzubauen, limitiert

allerdings den therapeutischen Nutzen.

Einige Kinaseinhibitoren scheinen mégliche Kandidaten zu sein, eine TRAIL-Resistenz zu
umgehen. Die Aurora-Kinase A gehért zur Familie der Serin/Threonin-Kinasen und ist
essentiell fir die Zellteilung, den Eintritt in die Mitose und die Zytokinese. Eine
Uberexpression in verschiedenen Tumorentitdten konnte nachgewiesen werden. Es ergab
sich daraus die Frage, ob ihre Hemmung eine TRAIL-Resistenz beeinflussen kann. Zur
Uberpriifung dieser mdglichen Strategie zur TRAIL-Sensitivierung, wurden TRAIL-sensitive
Melanomzelllinien (A-375, Mel-HO) mit permanent resistenten Zelllinien (MeWo, Mel-2a) und
Zelllinien mit einer induzierten TRAIL-Resistenz (A-375-TS; TRAIL-selektiert) verglichen.

In der Arbeit konnte gezeigt werden, dass der verwendete Aurora-Kinase-A-Inhibitor Alisertib
(MLN 8237) Apoptose in A-375- und A-375-TS-Melanomzelllinien induziert, die
proapoptotischen Effekte von TRAIL verstarkt und TRAIL-selektierte, resistente Zelllinien fur
die TRAIL-induzierte Apoptose sensitiviert. Darlber hinaus zeigte sich nach der Behandlung
ein G2-Zellzyklusarrest, Polyploidie und ein antiproliferativer Effekt. Die Aktivierung von
Caspase 8- und Caspase-3 wurde in der Kombinationsbehandlung von TRAIL mit Alisertib
verstarkt. Alisertib induzierte eine Hyperpolarisation an der Mitochondrienmembran, wahrend
die Kombinationsbehandlung zu einer Verstarkung des von TRAIL-induzierten Verlustes des
Membranpotentials flhrte. Dies konnte ebenfalls in den TRAIL-selektierten Zelllinien
nachgewiesen werden. Interessanterweise flhrte die Behandlung mit Alisertib zu einem

Anstieg des Zellzyklus-Inhibitors p21 sowie des Transkriptionsfaktors p53.

Dies deutet insgesamt daraufhin, dass der intrinsische Weg der Apotose, der in
Melanomzellen durch TRAIL aktiviert wird, durch Alisertib verstarkt wird. Die Aktivierung von
p53/p21 durch Alisertib kdnnte hierbei eine Schlisselrolle in der Sensitivierung der TRAIL-
induzierten Apoptose darstellen. Die Ergebnisse machen den Aurora-Kinase A-Inhibitor
Alisertib zu einem interessanten Kandidaten zur Uberwindung einer TRAIL-Resistenz und zu

einer neuen Therapiestrategie beim metastasierenden Melanom.
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Summary

Sensitization of melanoma cells for TRAIL-induced apoptosis by a
selective Aurora-kinase-A-inhibitor

Cyprienne Isabell Geilen

Therapeutic strategies in metastatic melanoma are still a challenge because of its high
resistance against traditional chemotherapeutics. While TRAIL (TNF-related apoptosis
inducing ligand) has been shown to be an interesting candidate for inducing apoptosis in
cancer cells without affecting normal cells, the ability of cancer cells to develop resistance

limits its therapeutic potential.

Various kinase inhibitors seemed to be possible candidates to overcome TRAIL resistance.
Aurora kinase A, belonging to the family of serine/threonine kinases essential for cell
division, mitotic entry and cytokinesis, was shown to be overexpressed in a variety of tumor

entities.

TRAIL-sensitive melanoma cells (A-375, Mel-HO) were compared to permanent resistant cell
lines (MeWo, Mel-2a) and cell lines with an inducible TRAIL-resistance (A-375-TS; TRAIL-

selected).

Aurora kinase A inhibitor (Alisertib MLN 8237) induced apoptosis in melanoma cell lines A-
375 and A-375-TS, enhanced the proapoptotic effect of TRAIL and sensitized TRAIL-
selected cell lines for TRAIL-induced apoptosis. Poliploidy and G2 arrest and an
antiproliferative effect occured after treatment. Caspase 8 and 3 activation were enhanced in
the combination of TRAIL and Alisertib treatment. It caused hyperpolarisation at the
mitochondrial membrane and induced enhancement of the breakdown of membrane
potential through TRAIL-treatment. This occurred even in cell lines with induced TRAIL-
resistance. Treatment of melanoma cell lines, A-375 and A-375-TS with Alisertib, led to
upregulation of p53 and p21. This activation of p53/p21 could be a key event in the
sensitivation for TRAIL-induced apoptosis by Alisertib. In conclusion, the Aurora kinase A
inhibitor Alisertib seemed to be highly effective candidate to overcome TRAIL-induced
resistance in melanoma cells and in combination of TRAIL, and Alisertib may be a promising

therapeutic strategy in metastatic melanoma.
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