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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Das Auftreten des malignen Melanoms, der aggrassiiSorm des Hautkrebses, ist in den
letzten Jahrzehnten weltweit dramatisch angewachsenwéachst immer noch schneller als
andere Malignitaten. Trotzsteigender Inzidenzen werden die Prognosen und
Uberlebensraten seit de@Oiger Jahren immer besser, was nicht zu Letzt an d
Friaherkennung und der damierbundenen frihzeitigen chirurgischen Entfernutgner
Tumore liegt. Dessen ungeachtet, ist das metadm@didelanom immer noch durch eine
ungebrochen hohe Mortalitdt in Verbindung mit &etftnden Therapieresistenzen
gekennzeichnet. Bis heute gibt es keine wirklichizieihnten Therapien fir das maligne
Melanom. Die ausgepragte Resistenz gegen Chempthdiiga und gegen eine antitumorale
Immunantwort ist haufig mit Defekten im proapopsohien Signalweg gekoppelt. Die
Uberwindung der Apoptoseresistenz scheint dahevielmersprechendes therapeutisches Ziel
fur das maligne Melanom zu sein. Todesliganden mad@wvohl in vitro als auchin vivo

ein gewisses Potential fur di@ebstherapie gezeigt. Der Todesligand TRAIL (TNfated
apoptosis-inducing ligand) hat sich unter den Thgesden als besonders vielversprechend
erwiesen, da er in einer Vielzahl von Krebszellepoptose induzieren kanmwyahrend
normalen Zellen weitestgehend unbeeinflusst bleibender vorliegenden Arbeit wurden
Mechanismen  zur  Uberwindung der TRAIL-Resistenz cHur verschiedene
Signalwegsinhibitoren untersucht. Dies beinhaltdie PI3K-Akt/PKB-mTOR-Inhibitoren
Wortmannin und Rapamycin. Neben den Todesligandet Kinasen haben sich auch
Kaliumkanale als aussichtsreiche therapeutischie Bierausgestellt, da sie maf3geblich an der
Tumorprogression beteiligt sind. Das TriaryimethRAM-34, das selektiv den &a
abhangigen Kaliumkanal KCa3.1 inhibiert, wurde daditgenfalls untersucht. TRAM-34 ist in
der Lage die Todesliganden-induzierte Apoptose rgystesch zu verstarken und die
Resistenzen gegen TRAIL und den agonistischen GRfiiorper (CH-11) in einer Vielzahl
von Melanomzelllinien zu tGberwinden, obwohl TRAM-34lbst keine Apoptose induziert.
Neben der Expression von KCa3.1-Kandlen in dernfPdasembran, die fur das Melanom
bereits beschrieben wurde, konnte eine KCa3.1l-Bspe auch in der mitochondrialen
Membran nachgewiesen werden. Die Inhibition der KC&anéle durch TRAM-34 fiihrte zu
einer Hyperpolarisierung der mitochondrialen Membrand einer friilhen Aktivierung von
Bax. Genauere Untersuchungen der apoptotischen aligge offenbarten eine
Hochregulation beider TRAIL-Rezeptoren (TRAIL-R1/BRind TRAIL-R2/DR5) und eine
Aktivierung des intrinsischen Apoptosesignalwegege Kombination aus TRAM-34 und
TRAIL fuhrte zu einer starken Freisetzung der pomptischen, mitochondrialen Faktoren
Cytochrom C, AIF und SMAC/DIABLO. Der Knockout vorBax und die Bcl-2
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Uberexpression blockierten die TRAM-34/TRAIL-indadie Apoptose nahezu vollstandig.
Neben Bax konnte auch das Gleichgewicht zwischen |d&s und SMAC/DIABLO als
wichtig fur die Regulation der TRAIL-Sensitivitdtaohgewiesen werden. Der SiRNS-
vermittelte Knockdown von SMAC fihrte zu einer Biaerung der TRAM-34/TRAIL-
induzierten Apoptose, die Uberexpression von XIAReiner partiellen Apoptoseblockierung.
Die synergistischen Effekte von TRAM-34/TRAIL resetten aus der Aktivierung von Bid
durch TRAIL, der Aktivierung von Bax durch TRAM-34nd der massiven Freisetzung von
SMAC aus den Mitochondrien durch die Kombinatiobe&so wie Kaliumkanéle, haben sich
auch Komponenten des PI3K-Akt/PKB-mTOR-Signalwegeds vielversprechende
therapeutische Ziele zur Behandlung verschiedenemofentitdten erwiesen. Die
Sensitivierung von Melanomzellen fir die TRAIL-irmerten Apoptose durch den PI3K-
Inhibitor Wortmannin  und den mTOR-Inhibitor Rapanmyc erwies sich als
Caspasenunabhangig, Kkorrelierte aber mit einer vigkting des mitochondrialen
Apoptosesignalweges. Dies konnte durch die unéitige Prozessierung der
Effektorcaspase-3 sowie durch den Verlust des mdodrialen Membranpotentials und der
Freisetzung proapoptotischer Faktoren (CytochromSMAC/DIABLO und AIF) aus den
Mitochondrien gezeigt werden. Die Apoptoseinduktiear entscheidend von Bax abhangig,
da der Knockout von Bax und die Bcl-2 Uberexprassia einer vollstandigen Blockierung
der Apoptose fuhrten. Wortmannin und Rapamycin znehen selbst keine Apoptose,
bewirken aber eine Aktivierung von Bax (Konformasénderung), die nachgewiesen werden
konnte.Die frihe Aktivierung von Bax korrelierte in hohevalRe mit Veranderungen in der
charakteristischen Bax-Phosphorylierung. Beide &igegs-inhibitoren fihrten zu einer
Abnahme der inaktivierenden Bax-PhosphorylierungSanin-184 und zu einer deutlichen
Verstarkung der aktivierenden Phosphorylierung dmwednin-167. Die Verstarkung der
Threonin-167-Phosphorylierung konnte als abhangigreaktiven Sauerstoffradikalen (ROS)
nachgewiesen werden. Sowohl Wortmannin als auclamggin fihrten zu einer vermehrten
Produktion von ROS. Obwohl die Signalwege der R@8nittelten Apoptoseinduktion nach
wie vor weitestgehend unbekannt sind, fihrte daso&ilant -Tocopherol (Vitamin E) zu
einer partiell supprimierten Apoptose und einemiederten Bax-Aktivierung. Dies ging mit
einer verringerten Bax-Phosphorylierung an Thredi@ einher. So wurde ein neuer
Mechanismus aufgezeigt, wie ROS Apoptose, Uber @&eeinflussung der Bax-
Phosphorylierung, kontrollieren kénndbie hier gezeigten Strategien zur Sensitivierung vo
Melanomzellen fir die TRAIL-induzierte Apoptose dardie Signalwegsinhibitoren TRAM-
34, Wortmannin und Rapamycin kdnnten bei der Behsgddes malignen Melanoms helfen,
um TRAIL-Resistenzen zu Uuberwinden und die Wirksaink TRAIL-vermittelter

Therapieformen zu optimieren.
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Abstract

The incidence of malignant melanoma, the most aggre form of skin cancer, has grown
dramatically worldwide in recent decades and i§ gtowing faster than other malignancies.
Despite increasing incidence, predictions and satwates have been improving since the
1960s, which can be attributed to early diagnosi$ @arly surgical removal of thin tumors.
Nonetheless, the metastatic melanoma is still cbanaed by an unbroken high mortality in
connection with therapy resistance. To date, thezeno truly effective therapies for malignant
melanoma. The pronounced resistance to chemothdi@pgents as well as to an anti-tumor
immune response is often related to defects ingmp@tic signaling. Overcoming apoptosis
resistance therefore appears to be a promisingpkatic goal for malignant melanoma. Death
ligands have demonstrated a certain potentialdacer therapy botim vitro andin vivo. The
death ligand TRAIL (TNF-related apoptosis-inducligand) appears to induce apoptosis in a
variety of cancer cell lines, while normal cellsnan largely unaffected. However, melanoma
cells reveal both preexisting and inducible TRAdSsistance. In the present work, mechanisms
for overcoming TRAIL-resistance were examined byious signaling pathway inhibitors.
These include the inhibitors of the PI3K-Akt/PKB-@R pathway wortmannin and
rapamycin. In addition to the death ligands an@&g&eas, potassium channels have also emerged
as promising therapeutic targets because theyemeili involved in tumor progression. The
triarylmethane TRAM-34, which inhibits the €adependent potassium channel KCa3.1, was
therefore also examined.

TRAM-34 is capable of enhancing death ligand-indu@goptosis synergistically and to
overcome the resistance to TRAIL and the agonfS®5 antibody (CH-11) in a variety of
melanoma cell lines, although TRAM-34 itself doet mduce apoptosis. In addition to the
expression of KCa3.1 channels in the plasma mermabrahnich had previously been described
for melanoma, KCa3.1 expression was detected imit@chondrial membrane. Inhibition of
the KCa3.1 channels by TRAM-34 resulted in a hypkmization of the mitochondrial
membrane and an early activation of Bax. Closeestigations of the apoptotic signaling
pathways revealed upregulation of both TRAIL reoept(TRAIL-R1/DR4 and TRAIL-
R2/DR5) and activation of the intrinsic apoptosaghpvay. The combination of TRAM-34 and
TRAIL led to a strong release of pro-apoptotic,aunitondrial factors cytochrome c, AIF and
SMAC/DIABLO. The knockout of Bax and Bcl-2 overergsion blocked the TRAM-
34/TRAIL-induced apoptosis almost completely. Irdiéidn to Bax the balance between the
IAPs (inhibitor of apoptosis proteins) and SMAC/MBRO has also been shown to be
important for the regulation of TRAIL sensitivitfhe siRNA-mediated Knockdown of SMAC
resulted in blocking of the TRAM-34/TRAIL-induceg@ptosis, overexpression of XIAP to a
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partial blockage of apoptosis. The synergistic @ffeof TRAM-34/TRAIL resulted from the
activation of Bid by TRAIL, activation of Bax by TAV-34 and the massive release of SMAC
from the mitochondria by the combination.

As well as potassium channels, components of tB&-Rkt/PKB-mTOR signaling pathway
appear to be promising therapeutic targets forttbatment of various tumors. The present
study showed that sensitization of melanoma cell§RAIL-induced apoptosis by the PI3K
inhibitor wortmannin and the mTOR inhibitor rapanmy@roved to be independent of the
activation of the caspase cascade, but was cardelsith the activation of the mitochondrial
apoptosis pathway. This was shown by the incomgdeteessing of the effector caspase-3 as
well as by the loss of mitochondrial membrane pidémnd release of proapoptotic factors
(cytochrome ¢, SMAC/DIABLO, and AIF). Apoptosis mction was critically dependent on
Bax, since the knockout of Bax and Bcl-2 overexgims led to a complete blockage of
apoptosis. Wortmannin and rapamycin itself doesindtice apoptosis, but resulted in an
activation of Bax, as was demonstrated by confaonat change of Bax. Early activation of
Bax correlated strongly with changes in the charéstic Bax phosphorylation. Both pathway
inhibitors resulted in a decrease of the inactngaBax phosphorylation at serine-184 and to a
considerable increase of the activating phosphboylaat threonine-167. The gain of the 167-
threonine phosphorylation could be detected asatifan of reactive oxygen species (ROS).
Both wortmannin and rapamycin led to an increaseatlyction of ROS. Although the
signaling pathways of ROS-mediated apoptosis altdasgely unknown, the addition of the
antioxidant -tocopherol (vitamine E) led to partially suppressgoptosis and decreased Bax
activation. This was accompanied by a decreasedoBagphorylation at threonine-167. Thus,
a new mechanism has been predicted how reactivgeoxgpecies can control apoptosis by
influencing the Bax phosphorylation.

The strategies shown here for the sensitizatianelanoma cells to TRAIL-induced apoptosis
through the signaling pathway inhibitors TRAM-34prvnannin and rapamycin could be
helpful for the treatment of malignant melanomaotwercome TRAIL resistance and to

optimize the efficiency of TRAIL-mediated therapies
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Einleitung

Das maligne Melanom

Epidemiologie und Progression

Das maligne Melanom, die aggressivste Form deskrzhges, tritt im Vergleich zanderen
Hauttumorarten relativ selten auf (< 5%), stehtrabg 80% aller Hauttumor-assoziierten
Todesfélle in Beziehung (Dahl und Guldberg, 200dépkal und Bosserhoff, 2009). Das
Auftreten des Melanoms ist im letzten Jahrzehnttwast dramatiscrangewachsen und
wachst immer noch schneller als andere Malignitaten der europdischen Union
nahmen Melanomerkrankungen in den letztenJ&ren um das 15-fache zu, was einem
jahrlichen Anstieg von 3-7% entspricht (de Braudlet2003). Trotsteigender Inzidenzen
beim Melanom, werden Prognosen und Uberlebensragéin den6Oiger Jahren immer
besser, was nicht zu Letzt an der Friherkennung wded damitverbundenen
friihzeitigen chirurgischen Entfernung diunner Tumlargt (Gremel et al., 2009; Bandarchi
B et al., 2010). Es gilt aber weiterhin, dass Pdtie mit einemfortgeschrittenen oder
metastasierendem Melanom extrem schlechte Prognleabanlaut einer Tumorstatistik
des National Cancer Institut@ttp://seer.cancer.gov/csr/1975_2005/) nimmt didabres
Uberlebensrate dramatisch vetwa 99% fiir lokale Tumore auf nur 16% in Patientah
Metastasen ab (Gremel et al., 2009).

Melanome entstehen durch maligne Entartung, d.tehdliransformation und Proliferation
von Melanozyten. Melanozyten sind die Pigmentpregtenden Zellen, die in der basalen
Zellschicht der Epidermis zu finden sind. Primareldhome koénnen also entweder aus
Vorlaufer-Lasionen (melanotischen Prakanzerosenyustysplasien oder angeborenen
Muttermalen) oder direkt alsleubildungen entstehen (de Braud et al., 2003; Dl
Guldberg, 2007; Bandarchi et al., 2010). Die laiting und Progression des Melanoms
wird von einer Reihdistologischer Verédnderungen begleitet, die mit destufigen Clark-
Modell (Clark, 1991) beschrieben werden. Stadiumanifasst Navi, gutartige Lasionen,
die durch einevermehrte Anzahl von verschachtelten Melanozytearaltierisiert sind.
Stadium 2Zbeschreibt fehlgebildete (dysplastische) Navi, giah durch zufallige, atypische
zytologische Veranderungen auszeichnen. Stadiures8hbeibt Melanome in der radialen
Wachstumsphase ddial growth phase - RGP), in der die Zellen lokal invasiv simdi uie
Dermis nur vereinzelt infiltrieren. In der sich ahBeRenden vertikalen Wachstumsphase
(vertical growth phase - VGP; Clark-Stadium 4) infiltrieren Melanortee in Form von

Clustern die Dermis und die subkutane Fettschichtd wentfalten metastasierende
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Eigenschaften. Fernmetastasen stellen hierbei deteh Schritt dar (Clark-Stadium 5;
Abb. 1; (Clark, 1991; Dahl und Guldberg, 2007; Getet al., 2009). Melanomzellen kdnnen
lokal die Lymphknoten infiltrieren oder Fernmetasta im Gehirn, der Lunge, der Leber
und den Knochen bilden.

Dermis=-

Subkutane -
Fettschicht

A 4

Normal Navi atypische radiale vertikale Lokale Femn-
Navi Wachstums- Wachstums- Metastasen metastasen
phase phase
benigne Navi Priméare Melanome metastasierende
Melanome
l Clark-Stadien 1 2 3 4 5 |

Abbildung 1: Stadien der Melanomprogression.

Melanozyten sind an der basalen Seite der Epidermis finden. WennMelanozyten proliferieren
entstehen Na&vi. Atypische N&avi mit einer atypisch8truktur weisen aber immer noaytologisch
normale Melanozyten auf. Wahrend die Zellen in dmidialen Wachstumsphase (Stadium 3) eher die
Epidermis infiltrieren, durchdringen sie in der tdalen Wachstumsphase die Dermis und die subkutane
Fettschich{Stadium 4) bevor sie dann metastasieren (Stadjyresindert nach Gremel et al., 2009).

Die Bildung eines Melanoms wird durch exogene (uitbegliingte) und endogene
Risikofaktoren begunstigt. Hierzu gehéren ein heauttyp (Hauttyp | und Il), eine hohe
Sonnenexposition (hauptsachlich UV-B Strahlung) isomehrere starke Sonnenbrénde in
der Kindheit, eine hohe Anzahl von Navi, familiddéspositionen, Immunsuppression und
ein hoheres Lebensalter (de Braud et al., 2003d&ahi et al., 2010; Pacheco et al., 2011).
Dennoch sind etwa 65% aller Melanome auf intensiv&nnenexposition
zurtckzufuhren. Charakteristisch fur das maligndadem ist, neben der hohen Mortalitat
im metastasierten Stadium, auch die Apoptose- uhdm@therapeutikaresistenz. Diese
Faktoren erméglichen das Auftreten von Fernmetastasich Jahre nach Entfernudes
Primartumors (Garbe und Leiter, 2009).

Klinische Charakteristika des Melanoms und Artes Bielanoms

Die Nationalen Institute fir GesundheNgtional Institutes ofHealth, NIH) entwickelten
ein einfaches System, die sogenannten ABCD-Kriterigm moglichst frihzeitig veranderte
Lasionen zu diagnostizieren und die Entwicklung Wdelanomen zwerhindern (Masci
und Borden, 2002; de Braud et al., 2003). Die Kietesind:
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A) Asymmetry - Asymmetrie: Das Melanom lasst sich higtrch eine Spiegelebene in
zwei gleiche Halften teilen (Abb. 2A).

B) Border irregularity - unregelmafRlige Begrenzung: [Bander des Melanoms sind
unregelmaRig und gezackt (Abb. 2B).

C) Color variability - Farbveranderungen: Keine eitligie Farbung; es treten rot, braun,
schwarz, blauliche oder auch ungefarbte Bereich@dnb. 2C).

D) Diameter - Durchmesser: Der Durchmesser des Melarmetragt mehr als 5 mm oder
hat sich in kurzer Zeit stark vergré3ert (Abb. 2D).

A . ' . | .t C

Abbildung 2: Die ABCD-Kriterien beim malignen Melanom.
(A) Asymmetrie: Das Mal besitzt keine einheitliche Form
(B) Begrenzung: Die Begrenzung des Mals ist unscharf/envaschen.
(C) Farbe: Es kénnen mehrere Farbténe innerhalb eirds ddftreten.
(D) Durchmesser: Das Mal ist > 5 mm oder in der letZieih gewachsen.

Neben diesen Kriterien erfolgt zusatzlich eine Gdiring des Melanoms in vier Haupttypen
(de Braud et al., 2003; Bandarchi et al., 2010):

1. Superfiziell Spreitendes Melanom (SSM)
Dieses stellt die haufigste Form des malignen Mmia dar. Die L&sion ist stark
pigmentiert und anfangs flach. Sie wachst asymswtrund ungleichmafig. In den spateren
Phasen wird die L&sion zu einem asymmetrischerk&temit klar geformten Randern und
einer ungleichméRigen Farbung. Diese Melanome korsehr langsam und Uber Jahre
wachsen.

2. Nodulares Melanom (NM)
Das NM préasentiert sich als Knoten mit einer samarbgrenzung zur umliegenden Haut
und einer dunkleren, eher einheitlichen Farbunges®i Lasion ist durch ein frihes
vertikales Wachstum mit schneller Invasion in dieris gekennzeichnet. Diese Lasionen
treten haufiger bei Mannern auf, sind tberwiegemdRumpf, Kopf und Nacken zu finden
und sind relativ aggressiv.
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3. Lentigo malignes Melanom (LMM)

Diese Variante tritt an sonnenexponierten Hautstelvie dem Gesicht und den oberen
Extremitaten, vor allem bei alteren Patienten, ddds LMM entwickelt sich aus einer
linsenférmigen malignen L&sion, auch Hutchinsorckém genant, nur bei etwa 5% der
Patienten. Es ist durch ein langsames Wachstum akfeaisiert und metastasiert
infolgedessen nur in seltenen Fallen. Kennzeichngneine grol3e, braun-schwaltzesion.

4. Akrolentiginbses Melanom (ALM)

Diese Form tritt an den Akren (H&ande, Ful3e odeeruén Nageln) auf, neigt zilzeration
und ist selten bei hellhautigen Menschen zu find&her etwa 35% alleMelanome
die sich bei dunkelhdutigen, lateinamerikanischen @siatischen Menscheusbilden
sind ALMs.

5. Seltene Melanomformen

Hierzu zahlen das Uvea-Melanom, welches in der pigtnagenden Schicht der mittleren
Augenhaut (Uvea) entsteht, das Schleimhaut-Melanonglches im Mund, im
Genitalbereich, dem Respirations- oder dem Gagsastimaltrakt auftreten kann, das
neurotrope Melanom, eine grofflachige Lasion im Kand Nackenbereich, die sich
durch atypische Melanozyten und Melan-A Negativid@iszeichnet. Andere seltene
Varianten umfassen das Amelanotische Melanom, dagstwa dem NMM entspricht,
wobei jedoch wegen der Entartung der Zellen keigmént mehr gebildet wird. Dies
macht es besonders tickisch, weil es erst sehr esgdeckt wird und dann oft schon
metastasiert hat. Zuséatzlich gibt es noch das palgp Melanom. Es hat eine
blumenkohlartige Gestalt unddchst zum groé3ten Teil Uber die Oberflache ded&mpnis
hinaus. Haufig ist es auf deRiicken lokalisiert.

Abbildung 3: Unterteilung des Melanoms in mehrere Hwupttypen.
(A)  Superfiziell spreitendes Melanom (SSM)
(B)  Nodulares Melanom (NM)
(C) Lentigo malignes Melanom (LMM)
(D)  Akrolentigindses Melanom (ALM)
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Einteilung der Stadien und Prognose

Zur histologischen Klassifikation der Stadien einaslignen Melanoms berucksichtigt
man die Tumordicke, die Invasionstiefe des Printadis in die Dermis und die
Metastasierung. Folgende Parameter werden zur Talmaakterisierung herangezogen:

1. Tumordicke nach Breslow. Hierzu wird die absoluieke des Tumorgewebes von
der GranularzellschichSgratum granulosujnder Epidermis bis zum tiefsten noch
nachweisbaren Tumorgewebe gemessen (Breslow, 1970).

2. Invasionslevel nach Clark. Hierzu wird die Eindtie¢e des Tumors in die
verschiedenen Schichten der Haut bestimmt (Claak, €t969).

Level I: In situ: Alle Tumorzellen befinden sicheralb der Basalmembran,
innerhalb der Epidermis.
Level II: Uberschreitung der Baslamembran, Invagiodie Papillenschicht

(Stratum papillarg der Dermis

Level I Invasion bis an die Grenze zur NetzsbhiStratum reticulargder Dermis
Level IV: Invasion in die Netzschicht
Level V: Invasion in das subkutane Fettgewebe

3. TNM-Klassifikation nach Harmer und Denoix. T stdtit Tumor und beschreibt
die Ausdehnung und das Verhalten des Priméartumors; &htstfur die
Lymphknoten(engl. nodes) und das Fehlen oder Vorhandenseinregionaren
Lymphknotenmetastasen; M steht fur Metastasen onaitsSir das Fehlen oder

Vorhandensein von Fernmetastasen (Harmer et &0)19

Im Allgemeinen gilt: Je dicker der Tumor und je mé&gmphknoten- odeFernmetastasen,
desto hoher wird das Stadium eingestuft. Die 5elahiberlebensrate istaRgeblich vom
Stadium abhangig. Wahrend die 5-Jahres-Uberlebiensea einenkleinen Primartumor (<
1,0 mm) bei 95% liegt, reduziert sie sich bei Festamtasen bisuf 18% (nach dem

Americanjoint committee orCancer (AJCC), Melanoma Staging, 2002).

Melanomtherapie bis heute

Die Friherkennung des malignen Melanoms ist vorsomeidender Bedeutung. Bei
kompletter operativer Entfernung des Primartumors $tadium | ergibt sich fur die
betroffenen Patienten eine Uberlebensrate von @0&b. Im fortgeschrittenen Stadium

kann es zur Metastasierung in verschiedenen OrganerLunge, Leber, Knochen oder



15| Einleitung

Gehirn kommen, was die Mdglichkeiten einer opesmtivEntfernung stark einschrankt
(Gremel et al., 2009). Die schlechte Prognose figr Wberlebensrate und die geringe
Ansprechrate auf konventionelle Chemotherapeutdw@lien beim metastasiertlelanom
auf einer Therapie-Resistenz, die in Verbindung mDéfekten in deproapoptotischen
Signalkaskade steht. Die Chemotherapieresistena mit dreiverschiedenen molekularen

Veranderungen im Apoptosesignalweg in Zusammengeahracht:

(1) Aktivierung von antiapoptotischen Faktoren (8@ und Lowe, 2003)
(2) Inaktivierung von proapoptotischen Faktorengi@yas und Lowe, 2003)
3) Reaktivierung von Uberlebenssignalen (Eberia.e£007a).

Bis zum Jahr 2011 gab es nur drei Substanzen AarBhung des metastasierten Melanoms,
die von der US-amerikanischen Arzneimittelzulassbeyorde (FDA =Food andDrug

Administration) zugelassen waren:

(1) Dacarbazin (DTIC), zugelassen 1975
(2) Hochdosiertes Interleukin-2 (IL-2) zur Immunthgie, zugelassen 1998
3) Ipilimumab (anti-CTLA-4-Antikorper), zugelass2all.

Haufig wird auch Interferon-alpha (IFN- zur Therapie eingesetzt, oder aber eine
Kombination aus IL-2 und IFN- Leider zeigten sich sowohl bei der Behandlung mit
DTIC als auch mit IL-2 und/oder IFN-nur geringe Ansprechraten, verbunden mit hohen
Nebenwirkungen und keinem Effekt auf das Gesamigiben (OS, engloverall survival)
(Mouawad et al.,, 2010; Pacheco et al.,, 2011). Dezinge Effektivitat herkdmmlicher
Therapien verdeutlichte die Notwendigkeit zur Ewtdiing neuer, wirksamer Substanzen
und Strategien. In den letzten Jahren gab es neel@ffnungsvolle Therapieansatze
(Pacheco et al., 2011, Blank et al., 2011; Lipsod Drake, 2011; Nikolaou et al., 2012). Ein
weitlaufiges Feld der Therapiestrategien stelltIdi@bition von Signalkaskaden dag zum
Beispiel die Inhibiton der Rezeptortyrosinkinasel KR c-KIT. Die Aktivierung von c-Kit
fuhrt zur Stimulation des MAPK (Mitogenaktivierte Proteinkgem)-, des PI3K-Akt/PKB-
und des JAK-STAT Signalweges. In eindirzlich veroffentlichten Studie wurden Kit
Mutationen, Amplifikationen und KitAberrationen in 11 bis 39% der akralen,
mukosomalen und CSD-Melanome (chronisSlbbnnen-geschadigt, englchronic sun-
damaged) nachgewiesen. Studien mit Imatiaibem Tyrosinkinase-Inhibitor der gegen Bcr-
Abl, c-Kit und PDGFR gerichtet ist, konntemessere Ansprechraten, ein verlangertes
progressionsfreies Uberleben (sechs Monate), efemorriickgang und ein besseres
Gesamtuberleben (ein Jahr; 51% der Patienten) rzefbikolaou et al., 2012). Die

Inhibition des Ras/Raf/MEK/ERK Signalweges ist eiveiteres Erfolg versprechendes
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Therapiefeld, denn der Ras-Signalweg hat viel Auks@mkeit imMelanom erregt. Die
Signalkaskade unterstiitzt unter anderem das Ulsgrldbr Zellendie Proliferation und die
Invasion durch zwei verschiedene Signalwege, denPKtA und den PI3K-Akt/PKB-
Signalweg. N-Ras ist in bis zu 20% der Melanomeientitwas zueinem konstitutiv aktiven
Signalweg fuhrt. Und obwohl Ras als ideales thartipehe Zielfur die Behandlung des
Melanoms und anderer Tumorarten angesehen wurtlenhhasdé Studien mit lonafarnib,
einem Farnesyltransferase- Inhibitor, der die passiationald-ranesylierung und damit die
Translokation von Ras an die Plasmamembran untebirals Monotherapie keine
eindeutigen Ergebnisse gebracht. Allerdings wurdeauafverwiesen, dass die Inhibition von
Ras die Effektivitat von anderen Behandlungsmethq@splatin, Sorafenib) synergistisch
verstarken kann (Nikolaou et al., 2012). Dasfanfigsten mutierte Onkogen im Melanom
ist BRAF, denn bis zu 60% aller Melanome weisene eaktivierende Mutation in BRAF
(BRAFY600B) guf Studien mit selektiven BRAF-Inhibitoren (z.B.: PLOGR/ Vemurafenib)
zeigten in Phase | Studien ein 80%-ig@ssprechen auf Vemurafenib und in Phase |l
Studien ein erhthtes OS (sechs Monate, &Y% Testpersonen) und ein verlangertes
progressionsfreies Uberleben im VergleichDacarbazin (Flaherty et al., 2010; Pacheco et
al., 2011; Nikolaou et al., 2012). Nebsealektiven BRAF-Inhibitoren haben auch selektive
Inhibitoren gegen MEK-Kinasen (z.BZD6244) vielversprechende Wirkungen in Patienten
mit metastasiertem Melanomezeigt. Ein grol3er Nachteil bei allen Kinaseinfoibi
Therapien liegt in deResistenzentwicklung gegen die spezifischen Intiéit durch die
Aktivierung andereSignalwege, wie zum Beispiel dem PI3K-Akt/PKB-Wegduin der
recht aufwendigeBestimmung des Mutationsstatus der einzelnen Ratie(Blank et al.,
2011). AndereTherapiestrategien beschaftigen sich mit der Wisgstellung der
Funktion von Tumorsuppressoren wie PTEN (Phosphatase und Tedsmolog auf
Chromosom 10) durch die Verwendung von Histon-Dgéase-Inhibitoren(HDACI) oder
mit der gezielten Blockierung antiapoptotischer t@re (Bcl-2, Mcl-1) durch
niedermolekulare Substanzen (engl.: small-moleculkeibitors) wie Obatoclax(Mcl-1
Inhibitor) und ABT-737 (Bcl-2 Inhibitor). Weiteredffnungsvolle Therapieansateedffnen
sich bei der Blockierung der Tumorangiogenese npeziischen Antikdrpernwie
Bevacizumab (gegen VEGF-A, englascularendothelial growth factor A) oder Axitinib
(gegen die VEGF-Rezeptoren und PDGF-Rezeptoren,: guigtelet derived growth factor
receptor)und in der Immuntherapie (Blank et al., 2011; Naal et al., 2012). Am
effektivstenhaben sich Ipilimumab (ein Antikorper gegen datogische T-Lymphozyten
Antigen 4(CTLA-4)) und der Antikérper gegen PD-1 (engrogrammeddeathd) gezeigt.

In diesem Bereich bewegt sich auch die adaptive orummuntherapie, bei der polyklonale

T-Zellen (tumorinfiltrierende Lymphozyten) aus ddmamorgewebe entnommeim vitro mit
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hohen Dosen IL-2 stimuliert und dem Patienten zZgégeben werden (Rosenberg et al.,
2011). Eine tabellarische Aufstellung der gezielidrerapieansatze in klinisch&tudien im
Melanom (Quelle: www. Clinicaltrials.gov, (Nikolaoet al., 2012)) ist imAnhang
(S.156/157) zu finden.

Der programmierte Zelltod - Apoptose

Das Wort Apoptose stammt von dem altgriechischerrtWo = apopipteinab,
was ,abfallen bedeutet. Carl Vogt, ein Naturforsghentdeckte 1842 beim Studium der
Entwicklung von Kaulquappen als Erster digoptose (Vogt, 1842). Uber 100 Jahre
spater wurde aber erst die Bedeutung dieser Entdgckrkannt und 1972 wurde der
Begriff Apoptose von Kerr und Kollegen gepréagt. dier Biologie wird der Begriff
Apoptose gebraucht, um das Absterben von Zeikrh einem definierten Programm zu
beschreiben, daher spricht man auch poogrammiertem Zelltod (Kerr et al., 1972;
Wyllie et al., 1980). Apoptose ist eivolutionar hoch konservierter Mechanismus mit
einer essenziellen Bedeutung fur deifrechterhaltung der Zellhombostase, fur die
Entwicklung von Immunzellen und in déEmbryogenese (Koolman und R6hm, 1998;
Brenner et al., 2008). Die Apoptose ist aektiver, ATP-abhangiger und strikt regulierter
biochemischer Prozess, der gewahrleistetass Zellen ohne Schadigung des
Nachbargewebes zu Grunde gehen. Jede Zellendeschlichen Korpers verfugt Gber die
Maoglichkeit Apoptosesignalwege zu aktivieremd sich so aus dem Zellverbund zu
entfernen (altruistischer Zelltod).

Apoptose wird durch verschiedene morphologische bimthemische Veradnderungen
definiert, die von einer Familie von Proteasen (@&asn) vermittelt werden.
Morphologische Auffélligkeiten sind das Schrumpfaer Zellen, die Fragmentierung der
DNS durch Endonukleasen und die Chromatin-Kondersatwvobei die Integritat der
Membran erhalten bleibt. Auch die Zellmembran Jrggt Veranderungen wéahrend des
apoptotischen Prozesses, denn es kommt zur Absaghmirvon exozytotischen
Membranvesikeln, die Zellfragmentathalten, von der Plasmamembran. Diese werden als
apoptotische Korperchefengl.: apoptotic bodies) bezeichnet. Makrophagaed andere
phagozytierenden Zellen nehmdie Zellreste durch Phagozytose auf und verhingééma
inflammatorische Antwort, da keine zytosolischerstaadteilan den extrazellularen Raum
gelangen kénnefHengartner, 2000; Johnstone et al., 2002; HaradhGrant, 2003; Tait
und Green, 2010a). Die Dysregulation der Apoptgseltsbei verschiedenen Erkrankungen
eine bedeutend®olle. Bei neurodegenerativen Erkrankungen wie MsrlAlzheimer

und MorbusParkinson kommt es haufig zu Verédnderungen, dieemmer verstarkten



Einleitung |18

Apoptose fuhrenEin Fehlen von Apoptose in der Entwicklung von Lyrmpyten kann
zu Autoimmunerkrankungen fuhren (Goldin und Landgr@009). Zuséatzlich ist der
Zusammenhang zwischen Suppression der Apoptosemalgjner Transformation von
Zellen eindeutig belegt (Vermeulen et al., 2005 Bemmung von Apoptosesignalwegen
kann entweder durch inaktivierende Mutationen popagtischer Gene oder durch
Uberexpression antiapoptotischer Faktoren geschdbienso veranderten Zellen entziehen
sich sowohl der Selbstkontrolle als auch der Kdigrdurch das Immunsystem (Igney und
Krammer, 2002; Kim et al., 2005). Apoptosedefizieimz malignen Tumoren kann von
grundlegender Bedeutung bei der Entstehung vonskegien gegeniber Zytostatika,
Chemotherapeutika und immuntherapeutischen Ans&ean (Eberle et al., 2007b; Fulda,
2009b).

Andere Formen des Zelltodslekrose,Nekroptose und Autophagie

Im Unterschied zur Apoptose fuihrt die Nekrose in Regel zu umfassenden Zellschaden,
bei denen die Membranintegritat zerstort wird. Neskr fihrt zum Anschwellen uriRlatzen
der geschadigten Zellen (Abb. 4) und I6st so em@gammatorische Reaktion aubn
Gegensatz zur Apoptose ist die Nekrose kein erashéngiger Prozess. Ausléser dimen
nekrotischen Zelltod kénnen mechanische Verletznpngke Unterversorgung milut
(Ischamie) oder Sauerstoff (Hypoxie) oder eine Ba&hinfektion der Zelle seiflLeist
und Jaattela, 2001). Aber auch ApoptoseinduktiomeolausreichendEnergieversorgung
kann zu Nekrose fuhren (Fink und Cookson, 2005).

Der Begriff Nekroptose bezieht sich auf eine Forer grogrammierten, regulierbaren
Nekrose. Nekroptose wird durch zwei Phasen chaialdd: eine Signalphase und eine
zellulare Zersetzungsphase. Die Initierung der gmmmierten Nekrose durch
Todesrezeptoren rekrutiert RIP1 und RIPRegeptorinteracting protein) an den
Rezeptorkomplex. Die Serin-Threonin Kinase-Aktivitder RIPs ist essenziell fur diesen
nekrotischen Signalwe@ie Ausfuhrung der Nekroptose beinhaltet die aktEersetzung
der mitochondrialen undysosomalen Membran sowie der Plasmamembran. Reakti
Sauerstoffradikale (ROS, engleactiveoxygenspecies), die im mitochondrialen Komplex |

produziert werden, haben einen grofRen Amteilder Ausfiihrung der Nekroptose.
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Abbildung 4: Vergleich zwischen einer apoptotischefrechts) und nekrotischen (links) Zelle.

Im Zuge der Apoptose kommt es in normale Zellen %l) einer Chromatinkondensation (2), zur
Zellschrumpfung und zur Abschnirung apoptotischérpérchen (3) die dann durch Nachbarzellen
oder Makrophagen phagozytiert werden (4). Bei der NekrS8shwellen die Zellen an, die Zellmembran
bricht auf (5) und letztendlich kommt es zum Platader Zellen (6) was eine Entzindungsreaktion
hervorruft(verandert nach Kerr, 1995).

Nekroptose spielt in der Pathogenese verschiederatkheiten, wie neurodegenerativen
Erkrankungen und viralen Infektionen, eimetscheidende Rolle (Vandenabeele et al., 2010;
Vanden Berghe et al., 2010; Christofferson und Y2&1i0).

Der Begriff Autophagie beschreibt einen zellulafeacycling-Mechanismus, der albeer
dysfunktionelle Proteine und Organellen entfernitophagie ist essenziell fir dagerleben
von Zellen, die metabolischem Stress ausgesetzt. $der autophagischrozess ist in
verschiedene Phasen eingeteilt, die von den Pestelar Atg-Familie (Atg, engautophagy-
related) kontrolliert werden. In der initialen Phakildet sich das\utophagosom in vier
Schritten (Induktion, Nukleation, Ausdehnung (engllongation) und Komplettierung) aus.
Anschliel3end fusioniert das Autophagosom mit despkgmerzu einem Autolysosom. In
einem finalen Schritt werden die inneren Membraneddie autolysosomalen Inhalte wie
Organellen durch lysosomale Enzyme degradiert. BArORC1 (mTORC1, engl.:
mammaliantarget of rapamycincomplex 1) spielt eine wichtigeRolle bei der Kontrolle
dieses Signalweges. Der mTORC1 verbindet den PigKaBveg mit dem zellularen
Nahrstoff-Status und dem Energiestatus der Zelkr, wbn der AMP-aktivierterKinase
(AMPK) reguliert wird. Der aktivierte mTORC1 bloeki den autophagisch&ignalweg
durch die Phosphorylierung eines Autophagie-Prek@mplexes, derwiederum die

nachfolgende Autophagie-Kaskade inhibiert.
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Signalwege der Apoptose

Die Aktivierung proapoptotischer Signalwege hat tveechende Konsequenzen fur das
Schicksal einer Einzelzelle und das des betroffe@@webes und ist daher mehrfach
abgesicherund gegenreguliert. Abhangig vom proapoptotischeiiz,Rder aufdie Zelle
einwirkt, konnen unterschiedliche Signalwege aktitviwerden, die inWesentlichen in
zwei verschiedene Apoptosewege munden. Man unesgthzwischen dem extrinsischen
Signalweg, der Uber Todesrezeptoren WiF- (TumoriNekroseFaktor-alpha), TRAIL
(TNF-related apoptosisinducing ligand)oder CD95 Cluster of Differentiation 95) lauft,
und dem intrinsischen Signalweg, dkrirch zellularen Stress wie DNS-Strangbriche und
p53 induziert wird und zur Freisetzurmgn Cytochrom C aus den Mitochondrien fuhrt
(Fulda und Debatin, 2006; Tait und Green, 2010®id8 Signalwege sind tber das Bcl-2-
Protein Bid BH3-interactingdomain deathagonist) miteinander verbunden und konnen
sich so gegenseitig beeinflussen (Youle und Stragg98). Die finalen Schritte beider
Signalwege beinhaltet die Aktivierung von Proteasend die Spaltung von
Todessubstraten, die zum Absterben der Zelle fufifscher et al., 2003; Riedl und Shi,
2004)(Abb.5).

Der extrinsische Signalweg

Der extrinsische Signalweg wird durch die Binduranvliodesliganden (CD95L, TRAIL
oder TNF-) an die entsprechenden Todesrezeptoren der TNEpR®zSuperfamilie
(CD95, TRAIL-R1, -R2 oder TNF-R1) induziert. Diesarin zur Aktivierung der
Caspasensignalkaskade fiihren (Wang und El Deid3;20avrik et al., 2005; Krammer et
al., 2007). Neben der Aktivierung der Caspasendiigskade kann es auch zu der
Aktivierung von NF- B-Signalwegen durch die Anlagerung von anderen fatppoteinen an
den zytoplasmatischen Teil der Todesrezeptoren kemiDi Pietro und Zauli, 2004).
Durch Bindung der Todesliganden an ihre Rezeptodeommt es zu einer
Oligomerisierung der Todesrezeptoren und intrakZllou der Ausbildung des DISC (engl.:
Death Inducing Signaling Complex), eines proapoptotischen Multiprotein-kompke in
dem dielnitiatorcaspasen-8 und -10 aktiviert werden (Kraanrmat al., 2007). Dies geschieht
in einem autokatalytischen Prozess, bei dem diecaBpase-8 und -10 Ubedas
Adapterprotein FADD (englFasassociatedleathdomain protein) an die zytoplasmatische
Todesdoméne des Todesrezeptors binden (Nunez,e1988; Wang et al., 2005). Die
aktivierten Initiatorcaspasen konnen in Typ I-Zelléz.B. Lymphozyten) direktzur
Aktivierung der Effektorcaspasen fiihren, was zual®mg von Todessubstraten Vi@AD
(engl.: Inhibitor of CaspaseActivated DNase) oder PARP (englPoly-(ADP+ibose)-
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polymerase) und letztendlich zur Fragmentierung deNS fuhrt. PARP ist ein
Kernprotein, das im DNS-Reparatursystem eine Rsfielt und direkt Uber Caspase-3
gespalten und inaktiviert werden kann (Nunez etl&l98; Wang et al., 2005; Vermeulen et
al., 2005). In Typ lI-Zellen (z.B. Melanozyten) widas Signal durch die Spaltung VBiadl

zu tBid (engl.truncatedBid) an der Mitochondrienmembran amplifiziert (Li &t 4998;
Luo et al., 1998; Fischer et al., 2003).
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Abbildung 5: Hauptsignalwege der Apoptose

Gezeigt sind der extrinsische und intrinsische Apsgsignalweg. Die Spaltung und folglich die
Aktivierung von Caspasen ist durch das Scherensymbol gekehneei¢verandert nach Eberle et al.,
2007)

Der intrinsische Signalweg

Bei dem intrinsischen oder auch mitochondrialen @psesignalweg sind die
Mitochondrien von zentraler Bedeutung. Die Mitoctioen erfullen eine doppelte
Funktion in der Regulation von Zelltod und Uberlebder Zelle. Zum einen sind sie
die Kraftwerke der Zelle, zusténdig fur die Energiepkiibn und daher lebensnotwendig
fur die Zelle. Zum anderen sind sie die Pforte fur ehdrnsischen Signalweg (Kroemer et
al., 2007; Fulda, 2010). Die Aktivierung des Sigredes erfolgt durclverschiedene

intrazellulare Signale wie Zell- oder DNS-SchadeHypoxie, Behandlungmit

Chemotherapeutika oder durch Interaktion mit denrirsischen Signalweg (Ziegler
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und Kung, 2008; Tait und Green, 2010b). Hierbei kunes zur Permeabilisierung der
aul3eren Mitochondrienmembran (MOMP, engmitochondrial outer membrane
permeabilisation) und zu einem Verlust des mitochiaheh Membranpotentials m und

der damit verbundenen Freisetzung von proapopt@iséaktoren (Cytochrom C, SMAC,
AIF) aus den Mitochondrien ins Zytoplasma (Gonzalvad Ashkenazi, 2010Mitglieder

der Bcl-2-Proteinfamilie regulieren die Permeaétlider Membtan und folglich die
Aktivierung des intrinsischen ApoptosesignalwegeSreén und Kroemer, 2004).
Freigesetztes Cytochrom C bindet an den monomeadmoi= Apaf-1 (engl.:apoptotic
proteaseactivating factord), dies fuihrt zu einer Oligomerisierung und zusammmeit
Caspase-9 zuBildung des Apoptosoms. Die Ausbildung des Apoptesoftihrt zur
Aktivierung derCaspase-9, die daraufhin die Effektorcaspasen @Sasp, -6 und -7)
spaltet und aktivier(Riedl und Shi, 2004; Chipuk et al., 2010). Die ife&zung von
Cytochrom C gilt aufgrundler daftr notwendigen Porenbildung als irreversilgehritt
(Tait und Green, 2010Db).

Neben Cytochrom C werden auch SMAC (en@econd mitochondrial activator of
caspasesund AIF (engl.: Apoptosisinducing factor) aus den Mitochondrien freigesetzt.
SMAC unterstitztlie Caspasen-abhangige Apoptose durch BlockieremgAdtivitat von
physiologischenCaspaseinhibitoren, den sogenannten clAPs (engllular inhibitor of
apoptosisproteins) (Fulda und Vucic, 2012). AlF, ebenso wied&nuklease G, werden als
Ursache fir ein€aspasen-unabhangige Apoptose aufgefuhrt, die immieder kritisch
und kontroverdiskutiert wird. AIF ist eine Endonuklease, die emtphysiologischen
Bedingungen inintermembran-Raum der Mitochondrien lokalisiertuat dort als NADH-
Oxidase in der Elektronentransportkette mitwirkif Aatalysiert die Caspasen-unabhangige
Apoptose nachTranslokation in den Nukleus durch Chromatin-Kors#ion und
Fragmentierung dddNS (Norberg et al., 2010). Entscheidend ist, aissmitochondriale
Apoptosesignalweg als Angriffspunkt flr verschieslefiherapiestrategien von grol3er
Bedeutung ist (Abb.5)(Wen et al., 2013).

Apoptoseregulation durch die Bcl-2-Proteinfamilie

Die Regulation der Apoptose beruht auf der Wechselng zwischen den pro- und
antiapoptotischen Signalwegen, die besonders attgasiund durch die Familie der Bcl-2
Proteine kontrolliert wird (Eberle et al., 2007yach der Erstbeschreibung von Bcl-2
(engl.: B-cell lymphoma2) durch Tsujimoto im Jahr 1984 (Tsujimoto et ab84) konnte

eine Reihe von Proteinen auf der Grundlage von strukt@enlichen und konservierten

Bereichenden BH (engl.Bcl-2 homology)-Doméanen und ihrer Wechselwirkung mit Bcl-2
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identifiziert undklassifiziert werden. Die Proteine der Bcl-2-Familhaben bis zu vier
konservierte BH- Domanen (BH1-BH4), uber die eine Protein-Protetesiaktion
stattfinden kann (Kim et al., 2006b; Chipuk et 2010). Prinzipiell kann die Familie der
Bcl-2-Proteine in zwei Gruppen gegliedert werden:

(2) antiapoptotische Bcl-2-Proteine wie Bcl-2, Bgl-Mcl-1 (engl.:myeloid cell
leukemiasequencé) und A1/Bfl-1 sowie

(2) proapoptotische Bcl-2-Proteine.

Die proapoptotische Gruppe der Bcl-2 Proteine l&sh noch einmal unterteilen in
proapoptotische Multidomé&nen-Proteine wie Bax (er8tl-2 associatedX protein), Bak
(engl.: Bcl-2 homologousantagonistkiller), Bcl-xs (engl.: Bcl-2-like 1short) und Bcl-»k
(engl.: Bcl-2-like latypical killer) und die grof3e Gruppe der BH-3-only-Proteime Bid,
Bim, Nbk/Bik (engl.: Natural born killer/Bcl-2-interakting killer), Bad (engl.: Bcl-2
antagonist of celteath), Noxa und PUMAengl.:p53 upregulatedmodulator ofapoptosis)
(Abb.6) (Hossini und Eberle, 2008; Kelly und Stexs2011). Die BH3-only Proteine sind
die Schlissel zur Apoptosekontrolle, da sie die ekden Gegenspieler der
antiapoptotischen Bcl-2-Proteine sind. Nach einepop#otischenStimulus und der
Aktivierung der BH3-only Proteine binden diese aa dntiapoptotischeiBcl-2-Proteine,

neutralisieren deren Aktivitat und sorgen fur dieisetzung von Bax unigak.

Anti-apoptotische / Multidomén Pro-apoptotische / Multidomén

Sauger BH4 BH3 BH2 T™M Sauger BH4 BH3 BH2 T™M
Bcl-2 i — Bax L
Bcl-x, i Bak —
Bcl-w e Bok/Mtd —
Bcl-B [ R Bcl-xg o — -
Nrh/Nr-13 e Bel-xa i —
Boo/Diva/Bcl-2-like 10 lle— Bcl-rambo i ey
Mcl-1 — — Bcl-G, — — — —
A1/Bfl-1 L T

Bcl-Xes i —

Pro-apoptotische / BH3-only

Bik/Nbk e — -
Bim/Bod — — -
Hrk/Dp5 |
BNIP3 —— j—
Bid —— —
Bad —— J—

Bmf ———
Noxa — J—

PUMA — —
Spike — —

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Familie ér Bcl-2-Proteine.

Dargestellt sind die Gruppen der pro- und antiamigithen Bcl-2-Proteine. Die Gruppe der
proapoptotischen Bcl-2-Proteine lasst sich nochainmdie Gruppe der Multidoménen-Proteine unddiie
BH-only Proteine unterscheiden. Zusatzlich sind diBH-Domanen (BH1-4) sowie die
Transmembrandoméane (TM) gekennzeichnet(Eberle wsdiki, 2008).
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Die Interaktion von pro- und antiapoptotischen Bdkroteinen lauft tber die Bindung der
BH3-Doméne (einer amphipathischen-helix) an eine hydrophobe Tasche der
antiapoptotischen Proteine. Die BH1, BH2 und BH3maoen der antiapoptotischen Bcl-2
Familienmitglieder falten sich zu einer kugelféremng Domane mit einer hydrophoben
Tasche (,Bcl-2-Kern®). Die BH4-Region stabilisiedie BH1-BH3-Regionen (Adams und
Cory, 2007; Eberle und Hossini, 2008; Chipuk et a@D10). Der grol3e Unterschied
zwischen den multidoman-anti- umpdoapoptotischen Proteinen liegt in der strukterell
Begebenheit des Bcl-2-Kerns, d.h. ider Taschengeometrie, der Aminoséuren-
Zusammensetzung und dem Grad Blercckierung der hydrophoben Tasche durch die C-
terminale Transmembran-Domaéne, die Interaktion mit den BH3-only Proteinen modulier
(Chipuk et al., 2010).

Die Bcl-2-Proteine befinden sich in rAumlicher N&ue oder direkt an und in der uf3eren
Mitochondrienmembran. Dabei tragen die antiapoptben Bcl-2-Proteine zur
Stabilisierung der Mitochondrienmembran bei, wé&bredie proapoptotischen Bcl-2-
Proteine (Bax, Bak) Poren in der &uf3eren Mitochiemdnembran bilden kénnen und diese
permeabilisieren, was zum Zusammenbruch des mitatteden Membranpotentials m
fuhrt (Kim et al., 2006b). Die Porenbildung von Bard Bak erfolgt durch Homodi- und
Oligomerisierung sowie durch allosterische Konfotiorasédnderung. Die Oligomerisierung
von Bax und Bak wird durch die Interaktion (Heterodimmrung) mit den
antiapoptotischerBcl-2-Proteinen Bcl-x, Bcl-2 und Mcl-1 kontrolliert bzw. blockiert
(Green und Kroemer, 2004; Kelly und Strasser, 20Dig Funktion von Bax kann nicht
nur von Konformationsanderungen im Zytosol und Translokatioan die
Mitochondrienmembransondern auch durch Phosphorylierung beeinflusst dever
Beschrieben ist eingeaktivierende Phosphorylierung von Bax an Serh-(IBardai et al.,
2004; Wang et al., 2010a; Renault und Manon, 201hd eine aktivierende
Phosphorylierung an Threonin-1@im et al., 2006a
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Abbildung 7: Aktivierung des mitochondrialen SignaWweges durch proapoptotische Bcl-2-Proteine
Verschiedene apoptotische Stimuli wie die Aktivieguvon Onkogenen, DNS Schéden, Hypoxie, Verlust
von Wachstumssignalen und Anoikis (Verlust von Raflung) initieren den intrinsischen
Apoptosesignalweg durch Aktivierung verschiedendB®nly Proteine (nach Kelly und Strasser, 2011).

Apoptoseregulation durch reaktive SauerstoffraéiKROS)

Zu den reaktiven Sauerstoffradikalen (ROS) gehodas Superoxid-Anion (@), das
Hydroxyl-Radikal (OHe) und Peroxide, wi#/asserstoffperoxid (¥0;) (Heinen et al.,
2007). ROS konnen uber die NOXNADP-Oxidase, engl.: nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate oxidase) generiert werdgheine Hauptquelle fir die Entstehung
von ROS unter physiologischen Bedingungen istdiechondriale Elektronentransportkette
(oxidative Phosphorylierung) (Li et al.,, 2011; Mampvich und Gross, 2012). Moderate
ROS-Level sind an den Abwehrmechanisrgegen Mikroorganismen beteiligt, wirken als
sekundare Botenstoffe zur Aktivierung von Trandkoipsfaktoren wie NF-B, p53 oder
AP-1, kdnnen Proliferation induzieren uwmerschiedene Signaltransduktionswege (MAPK,
PI3K-Akt/PKB-mTOR, PKC) regulierenEine Uberproduktion von ROS dagegen lost
oxidativen Stress aus, was zu Schaden an der roitdcialen Membran, an Proteinen,
der DNS und schlieBlich zuZelltod (sowohl Apoptose als auch Nekrose) fuhramrk
daher ist ein ausgeglichenROS-Haushalt fur die Zelle Uberlebenswichtig (Geasset
al., 1999; Li et al.,, 2011)Proteine konnen direkt durch oxidative Modifikatioron
Aminosaure-Seitenkettethauptsachlich Cysteinreste) geschadigt werden. xalation
von Sulfhydryl (SH)-Gruppen fihrt zur Ausbildung nvdisulfidbriicken und zu einer

intramolekularerQuervernetzung, was die Bildung von Protein-Aggregaur Folge hatte.
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Die Oxidation von ungesattigten Fettsduren (Lipidperoxidation) hasiigt die
Membranintegritat undfordert die Membranpermeabilitdt. ROS-induzierte h&ten
konnen sich auch aufenetische und epigenetische Prozesse bezieherktivikea
Sauerstoffradikale kdénnesowohl zu Basen-Modifikationen und zu DNS-Stranghgin
als auch =zu Histon-Modifikationen (durch Oxidatiorvon Cysteinresten in
Histondeacetylasen (HDACs) und DNS-Methylierundgi@mwen (Li et al., 2004; McCubrey
und Franklin, 2006; Sadidi et al., 2009; Li et 2011; Maryanovich und Gross, 2012). Es
gibt diverse Berichte, die Apoptoseinduktionvierschiedenen Tumor-Zellmodellen nach
Erzeugung von ROS mit Hilfe verschieder&ibstanzen wie Malonat (Neuroblastom,
(Gomez-Lazaro et al., 2007)), N-69 (Melandfranke et al., 203 -Tocotrienol/TRAIL
(Kolon-, Pankreaskarzinom undeukemiezellen, (Kannappan et al., 2010)), TNF
(Fibrosarkom, (Goossens et al., 1999senit (Zervixkarzinom, Hepatome, (Adler et al.,
1999)) oder Chemotherapeutika undStrahlung (Plattenepithelkarzinom, (Li et al., 2))04
und Substanzen der traditionellenchinesischen  Medizin (Mammakarzinom,
hepatozellulares Karzinom; (Lee et al., 2012; Kimale 2012)) nachweisen konnten.

Die Entstehung von ROS und deren intrazellulare Z€atration unterliegen der strikten
Regulation durch einen zellularen Verteidigungsnaeedmus, der antioxidative Enzyme
(Superoxiddismutase, Catalase) und nicht-enzyniaisd/lolekile (z.B. Glutathione)
umfasst. Zu den physiologisch wirkenden Antioxigamtgehéren die Vitamine C und E,
sowie die Gruppe der Carotinoide und Flavonoide eimdge Mineralstoffe wie Zink,
Selen und Mangan (Collins, 1999).

Caspasen

Caspasen gehoren zu einer evolutionar konservidfamilie von Aspartat-spezifischen
Cystein-abhéngigen Proteasen mit zentralen Furdtionin apoptotischen und
inflammatorischen Signalwegen (Lamkanfi et al., 200Die 14 Mitglieder de€Caspasen-
Familie werden in vier Gruppen unterteilt; in digu@pe der Zytokin-prozessierenden
Enzyme, in die zwei Gruppen der Apoptose-relevarfiaryme und in Caspase-14, die an

der Keratinozytendifferenzierung beteiligt (6tbb.8).
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Abbildung 8: Funktion der Caspasen in humanen Zelle
zusammengefasst und geéndert nach (Lamkanfi &0fl7; Rupinder et al., 2007)

Alle Caspasen weisen Gemeinsamkeiten in ihrer Asdincesequenz, ihrer Struktur und
ihrer Substratspezifitdt auf. Sie werden als ina&ktProenzyme (Zymogene) mit drei
wichtigenDoménen exprimiert: einer N-terminalen Doméne, reg@ilen (etwa 20 kDa)
und einerkleinen (etwa 10 kDa) Untereinheit. Zur Aktivierumgerden die Zymogene an
internenproteolytischen Stellen gespalten (Riedl und SB042 Wang et al., 2005). Die
Peptidsequenz 4/Ps-P»>-P1-P;’ ist dann ein Caspase-Substrat, wenreld Aspartatrest ist,
der R’ Rest eine kleine, ungeladene Aminosaure (Glygein, Alanin) und die ResteP
Ps-P, komplementar zur katalytischen Tasche sind, woberoPzugsweise ein Glutamin-
Rest seinsollte (Shi, 2002; Pop und Salvesen, 2009). EinesoBeerheit stellt die
Aktivierung der Caspase-9 dar, denn Procaspased &ach ohne Prozessierung aktiviert
werden, was vermutlich an dem ungewdhnlich langerbMdungsstick zwischen der
grof3en und der kleinen Untereinheit liegt (Adamd Gory, 2002).

Rolle der Caspasen in der Apoptose

Caspasen spielen in der Apoptoseregulation eingafmentale Bedeutung. Diktivierung
der fur die Apoptose relevanten Caspasen erfolgivesder autokatalytiscloder durch
andere Caspasen. Im ersten Schritt wird die Prodengbgetrennt und diatalytische
Domane in die gro3e und kleine Untereinheit gespalfktive Caspaseiormen jeweils
ein Heterotetramer aus zwei identischen grol3erzwail identischen kleinen Untereinheiten,
wobei sich die beiden Heterodimere in einer KopfSohwanz-Konfiguration ausrichten
(Rupinder et al., 2007; Pop und Salvesen, 2009).dieiApoptose entscheidend sind die
Initiatorcaspasen (Caspasen-2, -8, -9, -10) undefiektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7).
Initiatorcaspasen besitzen eine groRe Prodom&nel(B AS) die charakteristische
Strukturen zur Oligomerisierung, wie die DED (endeatheffector domain), die CARD
(engl.: caspaserecruitment domain) oder die DID (engl.deathinducing domain),
aufweisen. Dies®oméanen vermitteln die homophile Interaktion zwesehProcaspasen und

derenAdaptoren und spielen eine essenzielle Rolle beiAddivierung der Procaspasen



Einleitung |28

(Rupinder et al., 2007). Die autokatalytische Ailgiung der Initiatorcaspasen erfolgt in
gro3en, multimeren Komplexen zu denen das Apoptpsten DISC und das PIDDosom
gehdren (Lamkanfi et al., 2007). Die Trimerisierudgr Todesrezeptoren induziert die
Rekrutierung von Procaspase-8 und FADD zum DISCDPBAassoziiert an den Rezeptor
Uber seine DDs (engldeathdomains) und bindet gleichzeitig tber die DEDs Pspese-8.
Durch die raumliche Nahe kommt es zu einer autbftsehen Aktivierung der Procaspase-
8.

Abbildung 9: Caspasenaufbau.

Die Position der ersten Spaltstelle, zwischen deRgn (p20) und der kleinen (p10) Untereinheitdigtch
einendicken Pfeil, die weiteren Schnittstellen durch texst Pfeile gekennzeichnet. Die Prodomane der
Initiatorcaspasen enthalt DEBgatheffector domain) oder CARD daspaser ecruitmentdomain)-Domanen.
Eingezeichnet sind die Loops (L1-4), die die Switische bilden sowie in Rot (roter Strich) dieakaisch
aktivenCysteinreste (erweitert und verandert nach Shi2200

Bindung von Cytochrom C fihrt zu einer Konformasénderung von Apaf-Ioffene
Konformation) und Bindung von ATP an die CARD errigigf Multimerisierung und
Bindung von Procaspase-9. Das Apoptosom agieti@lgenzym (Adams und Cory, 2002).
Im PIDDosom ist die Procaspase-2, die nach gensthem Stress durch paRtiviert
werden kann, an die Adapterproteine PIDD (engh3-4nduced protein withdeath
domain) und RAIDD (engl.RIP-associated CH-1/CED-3-homologous protein witheath
Domain) gebunden (Tinel und Tschopp, 2004).
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Zu den Effektorcaspasen gehdren die Caspasen-3uneb -7. Die Effektorcaspasen
unterscheiden sich in zwei wesentlichen Punkten dem Initiatorcaspasen. Erstens liegen
sie als Dimere vor, was an dem ausgepragt hydreggho@harakter der Dimer-
Schnittstelle liegt. Und Zweitens fehlt ihnen diade Prodomane, also auch die Fahigkait
Selbstaktivierung. Effektorcaspasen liegen alstimekDimere im Zytosol vor undniissen
durch Initiatorcaspasen, die einen spezifischenaKafrest in der Linkerregiomwischen
groBer und kleiner Untereinheit spalten, aktivietrden (Kumar, 1999; Boatright und
Salvesen, 2003). Nach ihrer Spaltkamtrollieren die Effektorcaspasen eine Vielzahh vo
Todessubstraten, die fur die Initiatider Apoptose verantwortlich sind (Fischer et 2002,
Eberle und Hossini, 2008).

Abbildung 10: Prozessierung von Initiator- und Effektorcaspasen.

Die linke Seite der Abbildung zeigt die Organisatiber Caspasen. Vor der katalytischen Domane, udiezaei
kovalent verknipften Untereinheiten besteht, stéte Prodoméane. Die Spaltstellen an den Aspattirédr die
(Auto-) Proteolyse sind gekennzeichnet. Die recBéite der Abbildung zeigt den Aktivierungsmechansm
Initiatorcaspasen sind Monomere, die durch Prodem#ermittelte Dimerisierung aktiviert werden.
Effektorcaspasen sind Dimere, die durch Spaltumg_tkerregion zwischen den Untereinheiten aktivigerden.
Zusétzliche proteolytische Spaltungen lassen dip&3an zu stabileren Formen reifen (Pop und Saly2689).
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Kontrollmechanismen der Caspasen

Die Kontrollmechanismen von Caspasen umfassen meetitbenen und beinhalten die
Inhibition der Interaktion zwischen den Caspaserd umren Aktivatoren. Neben den
natlrlichen Caspase-Inhibitoren kdnnen aktive Csmpaauch permanent Uber den
Ubiquitin-vermittelten proteosomalen Signalweg @eljert und eliminiert werden (Shi,
2002). Zu den natdrlichen Inhibitoren der Caspaziren die baculoviralen Proteine p35
und p49, sowie das aus dem Kuhpockenvirus stamm8edgin CrmA (engl..cytokine
responsenodifier A). CrmA bindet und inhibiert aktive Caspasen, vgeuweise Caspase-1
und -8, wahrend p35 und p49 pan-Caspase-Inhibitoren singseD viralen Proteine
inhibierenCaspasen aber eher unspezifisch (Nunez et al., 83882002; Eckelman et al.,
2006). V-FLIP (engl..viral FADD-like ICE inhibitory protein) oder auch das zellulare
Homolog c-FLIPbesitzen eine DED, die an FADD bindet, sowie eirssgasen-ahnliche
Domane, die eBLIP ermdglicht an die Initiatorcaspase-8 zu bindew diese spezifisch
zu inhibieren(Nunez et al., 1998

Einen anderen spezifischen Ansatz der Caspaseitiohibstellt die Familie dekon-
servierten clAPs (englcellular inhibitor of apoptosisproteins) dar. Das charakteristische
Merkmal der clAPs sind die BIR-Doméanen (engbculovirusl AP repeat). BIR-Domanen
sind Zink-bindende, kompakte Strukturen, bestehend aws &0 Aminosauren, die aus
vier - Helices und drei -Strangen gebildet werden und konservierte Cysteind
Histidin-Reste aufweisen. BIR-Doménen sind essenziell fur die aguptotischen
Eigenschaften der IARRIedI et al., 2001; Salvesen und Duckett, 2005ttSet al., 2005).
Bis zu drei BIR-Doménen sind in den bisher achinidizierten IAPs (XIAP, clAP-1,
ClAP-2, NIAP, ILP-2, Livin, Bruce und Survivin) in S&ugetierzellen vorl@n. Die
individuellen BIR-Domé&nenhaben verschiedene Strategien entwickelt um Caspase
inhibieren. Bisher konnte man vi&ubtypen (Typ I, ll, 1l und X) innerhalb der Farail
der BIR-Doméanen identifizierenwobei Typ 1l (BIR2) und Typ Il (BIR3) eine
essenzielle Rolle bei der Inhibition déaspasen spielen. BIR3-Domé&nen weisen eine
konservierte und negativ gelade®berflachenfurche auf, die als ,IAP-Bindungsmotiv
interagierende Furche, engl.: IBM interacting gmsbbezeichnet wird, da sie in deage
ist an das N-terminale IAP-Bindemotiv (IBM, endl&P-binding motif) von Proteinen mit
IBM zu binden.Zu diesen Proteinen gehéren unter anderem die lichgm IAP-
Antagonisten SMAC/DIABLO und Omi/HtrA2. BIR2-Doménen erzielen rén
inhibitorische Wirkungdagegen durch die Bindung an eine Linker-Region itialbar
N-terminal zu der BIR2-Doméane der Caspasen. DidsduBg fuhrt zu einer sterischen

Okklusion derSubstratfurche und verhindert so die Interaktion @aspasensubstrate mit
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der katalytischen Maschinerie der Caspasen (Scott.et2@D5; Eckelman et al., 2008).
Nebenden BIR-Domé&nen weisen einige IAPs noch andere tiomélle Doménen auf.
Einige IAPs verfigen nahe dem C-Terminus uber eine RING@uwe (engl.:really
interestingnew gene), die eine E3 Ubiquitin-Ligase Aktivitat besitAndere IAPs, wie
ClAP-1 und -2, haben zusatzlich eine CARD, die e den BIR-Doménen und der
RING-Domandokalisiert ist. Zusatlich verfugen einige IAPs hoéber eine Ubiquitin-
konjugierende Doméane (UBC, engl.:ubiquitin-conjugation domain), eine Nukleotid-
Oligomerisierungs-Domane (NACHT) oder aber Leudoite Wiederholungen (LRR,
engl.:leucintich repeats) (Deveraux et al., 1999a; Deveraux et @9; Eckelman et al.,
2006; Fulda, 2009a).

Abbildung 11: Schematische Darstellung verschiedendlitglieder der IAP-Proteinfamilie.

Zusatzlich zu der BIR-Doméane haben die meisten & noch andere funktionelle Doménen. Die RING-
Domane, eine E3 Ligase, die entsprechende TargetDegradierung zum Ubiqutin-Proteasom-System
leitet, ist in vielen IAPs vorhanden. Die Caspasdditierungsdoméanen (CARDs) kdnnen homotypische
Protein-Protein-Interaktionen vermitteln, obwohé ddindungspartner der IAP-CARDs bis jetzt noch nhich

identifiziert sind. Die UBC-Doméne &ahnelt der Ubtqukonjugierenden Doméne in anderen Ubiquitin-

konjugierenden Enzymen. Die NACHT-Domane ist nudém neuronalen IAP (NAIP) zu finden und die

Leucinreichen Wiederholungen (LRR) &hneln denen den Toll-like Rezeptoren und dienen als

Pathogensensoren (Eckelman et2006).

XIAP  (X-chromosome-linkedinhibitor of apoptosis protein) ist das am Besten
charakterisierte IAP. Die BIR3-Domane von XIAP istder Lage, durch Bindung des N-
Terminus der kleinen Untereinheit der Caspase a&n .lBM interacting groove®, die
Dimerisierung der Initiatorcaspase-9 zu blockieved die Caspase so in einem inaktiven,
monomeren Zustand zu halten. Die BIR2-Linker-Domé&oea XIAP ist dagegen in der
Lage das katalytische Zentrum der Effektorcasp&send -7 zu binden und sie so durch

sterische Okklusion zu inhibieren (Scott et alQ2®ratton und Salvesen, 2010).
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Abbildung 12: Schematische Darstellung des Mechanmisis zur Caspaseinhibition.

(A) Der N-Terminus der pl0 Untereinheit von Caspaseer durch Autoprozessierung freigelegt wird,
interagiert mit der Furche der BIR3-Doméane von XIAB) Die Linkerregion oberhalb der BIR2-Doméne
von XIAP interagiert mit der katalytischen StellerdCaspase-3 und -7, was zu einer effektiven
Caspaseninhibition fuhrt(zeigt den katalytischen Cysteinrest). (C) Der Nrliaus von SMAC ist dhnlich
dem von Caspase-9 und konkurriert um dieselbedkti@nsstelle in der BIR3-Domane. (D) Eine &hnliche
Furche innerhalb der BIR2-Doméne von XIAP vermitidiie Interaktion mit SMAC und stellt so einen
Mechanismus zur Verfiigung um Caspase-3 von XIARzen. (Verhagen et al, 2001).

Im Allgemeinen werden IAPs mit der Regulation deas@gasen-abhangigen Apoptose in
Verbindung gebracht, spielen aber in verschiedesrateren Signalwegen ebenfalls eine
bedeutsame Rolle. Neben der Ubiquitin-abhangigegulRéon der Aktivierung von NFB
(Galban und Duckett, 2010) sollen die IAPs in deetdstasierung, der MAPKengl.:
Mitogenactivated protein kinase) Signalgebung, der Aktivierung der TGBuperfamilie,
der Aktivierung des JNK-Signalweges, der Zelltegwsowie der Mitose einRolle spielen
(Salvesen und Duckett, 2002; Dogan et al., 2008hrbtea et al., 2010). Zudem ist die
Expression von verschiedenen Mitgliedern der IABt&nfamilie in diversen Tumoren mit

Chemoresistenz, Progression und schledtegnose verbunden (LaCasse et al., 2008).

Regulation der IAPs durch natirliche Antagonisten

Bis dato wurden vier IAP-interagierende ProteineVlA&®/DIABLO (engl.: second
mitochondrialacivator of caspasesirect IAP binding protein withlow pl), Omi/HtrA2,
XAF1 (engl.:XIAP-associatedactor) und NRAGE (englneurotrophinreceptor-interacting
melanomaantigen gene homologue) in S&ugetierzellen identifiziert. Allergs ist nur fir
SMAC der genaueMechanismus der IAP-Blockierung bekannt. SMAC wials
Vorlauferprodukt im Kerrproduziert und mittels seiner N-terminalen, mitaothoalen
Importsequenz an didlitochondrien gefuihrt. SMAC bildet ein Homodimer saawei

Monomeren, die aus eineBiindel mit drei -Helices bestehen. SMAC ist in den meisten
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Geweben exprimiert und ist irmtermembranraum der Mitochondrien lokalisiert. Das
Protein wird nicht transkriptioneflondern nur tber seine Lokalisation innerhalb defteZ
reguliert. SMAC beglnstigt didpoptose, in dem es die Bindung der IAPs an und
somit die Inhibition der Caspasgarhindert. Diese Interaktion wird Uber ein N-temales
Tetrapeptide (Alanin-Valin-Prolin-Isoleucinjermittelt, das in die Oberflachenfurche von
BIR2 und BIR3 von XIAP bindet. DeAlaninrest spielt bei dieser Bindung eine
essenzielle Rolle, da ®&asserstoffbrickenbindungen mit Aminosaureresteerimalb der
BIRs vermittelt. Da diekleine Untereinheit der Caspase-9 auch uUber eirridihales
Tetrapeptid  (Alanin-Threonin-Prolin-Phenylalanin) erfiigt, welches nach der
Autoprozessierung der Caspase-9 frei wird, konkwen Caspase-9 und SMAC direkt um
die Bindung mit XIAP (siehe Abb. 12) (Chai et &000; Verhagen und Vaux, 2002; Vaux
und Silke, 2003). Omi/HtrA2st eine Serinprotease mit einem IBM-Sequenzmotid u
ahnlich wie SMAC besitzOmi/HtrA2 eine N-terminale, mitochondriale Zielsega
(engl.: mitochondrial-targeting sequence). Struunktions-Studien haben gezeigt, dass
die Serinprotease-Aktivitdt atlem proapoptotischen Effekt von Omi/HtrA2 beteiligt.
XAF1 und NRAGE sindProteine die ohne IBM-Sequenzmotive an IAPs binded die
apoptotische Schwellabsenken. XAF1 wirkt dabei als negativer Regulaton XIAP,
NRAGE bendtigt dieRING-Doméane der IAPs zur Bindung und ist wahrsclginan
einem Inaktivierungs-/Sequestrierungsmechanismiaslige (Salvesen und Duckett, 2002).
Die Erkenntnis der Inhibition der IAPs durch natilie Antagonisten fuhrte zu der
Entwicklung von so genannten SMAC-Mimetika, synfetten Peptiden die dem
physiologischen 1AP-Inhibitor SMAC/DIABLO &hneln.n | verschiedenen klinischen
Studien wird der therapeutische Nutzen dieser Bemterzeit untersucht (Jost et al., 2009;
Gyrd-Hansen und Meier, 2010).

TRAIL

TRAIL und seine Rezeptoren

Tumor necrosis factarelated apoptosisinducing ligand (TRAIL) gehort zur Familie der
TNF-(engl.: tumor necrosis factor) Zytokin-Superfamilie und wurde 1995 durchekzw
unabhangige Gruppen auf Grundlage der Sequenzhgredao TNFa und CD95 (Wiley et
al., 1995; Pitti et al., 1996) entdeckt. Ahnlichewandere Familienmitglieder ist TRARiIn
Typ-1l Transmembranprotein, wobei der C-Terminusrazellular und der N-Terminusuf
der zytoplasmatischen Seite lokalisiert ist. Auigglist, dass nur der C-Terminus von
TRAIL Sequenzhomologien mit anderen TNF-Familieghedern aufweist, so etwa 28%
identische Sequenzen mit FasL und 23% mit TNFZudem kann die extrazellulare
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Domane proteolytisch abgespalten werden und algchés Ligand vorliegen (Abe et al.,
2000; Almasan und Ashkenazi, 2003). TRAIL formt eHwomotrimer, das an drei
Rezeptormolekile, jeweils an der Grenzflache zvaachwei Untereinheiten, bindet. Ein
Zinkatom, das von Cysteinresten im trimeren Liggethunden wird, ist essenziell fur die
Stabilitat des Trimers und dessen optimale biotdwsAktivitat (Almasan und Ashkenazi,
2003; Wang und El Deiry, 2003). Im Gegensatz zueeand TNF-Familienmitgliedern, die
haufig nur transient in aktivierten Zellen exprimieverden und deren Expression strikt
kontrolliert wird, ist die TRAIL mRNA in einer Vighhl von Geweben konstitutiv
exprimiert, was darauf hindeutet, dass TRAIL in deeisten Gewebern vivo nicht
zytotoxisch ist (Wang und El Deiry, 2003; Di Pietnad Zauli, 2004). TRAIL-defiziente

(TRAIL"') Mause sind lebensfahig, entwickeln sich normabdn keine h&matologischen
Defekte und sind fertil, aber ihre Sensitivitat imMuninflammatorische Erkrankungeie
rheumatoide Arthritis ist stark erhoht. Es wurdeeaigt, dass TRAIL in der Entwicklung

keine, in derRegulation des Immunsystems aber eine entscheideotle spielt. TRAIL

wird vor allem aufZellen des Immunsystems exprimiert, etwa auf GD&Zellen, NK-
Zellen, Makrophagerdendritischen Zellen und Monozyten. Die physiologes Rolle von
TRAIL beschranktsich auf Immuniberwachung (sowohl angeborene ath adaptive
Immunitat) und Immunsystem-vermittelte Tumorsuppi@s (Almasan und Ashkenazi,
2003; Di Pietro und Zauli, 2004; Dimberg et al.12b; Maksimovic-lvanic et al., 2012).
Zytokine der TNF-Superfamilie spielen eine wichtig®olle in der Apoptose, beim
Zellwachstum, in der Differenzierung, in verschieee Signalwegen unidh Immunsystem
(Srivastava, 2001; Di Pietro und Zauli, 2004).

Neben der Bindung an seine agonistischen TodedmweepDR4 (TRAIL-R1) und DR5
(TRAIL-R2) kann TRAIL auch an zwei antagonistisckéder-Rezeptoren DcR1 (engl.:
Decoy; TRAIL- R3) und DcR2 (TRAIL-R4) sowie an den lgslichen Reme OPG
(Osteoprotegrin) bindefdohnstone et al., 2008; Mahalingam et al., 200@)y. DcR1 ist ein
Oberflachenprotein  miGPI-Anker, das uUber keine zytosolischen Domanenflger
wahrend der DcR2 nur eineerkirzte, nicht funktionelle zytoplasmatische Tsdieméne
aufweist, wodurch beid€RAIL-Decoy-Rezeptoren nicht in der Lage sind dasidssignal
weiterzuleiten und di€ormierung des DISC einzuleiten. Allerdings konienen sie direkt
mit DR4 und DR5um die TRAIL-Bindungsstelle (Almasan und Ashken&003). Die
agonistischenRezeptoren DR4 und DR5 weisen wesentliche Ahnlitake in der
Genstruktur und de®enexpressionsmuster auf und scheinen ubiquiténineigot zu sein
Beide Rezeptoresind Typ-l Transmembranproteine mit einer extragéten, Cystein-
reichen Domé&ne undiner intrazellularen Todesdoméne, die Homologierden anderen

Apoptose-induzierenden Mitgliedern der TNF-Rezeqiperfamilie (TNFR1, Fas)
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aufweisen.Erstaunlicherweise ist DR5 in der Lage mit DR4 z&saaiieren und einen
Heterorezeptor-Komplex zu bilden, von dem angenomm&d, dass er physiologische
Aktivitaten vermittelt, die in einem klaren Kontrast zu den idithiten des Homorezeptor-
Komplexes unalamit der Apoptoseinduktion stehen (Degli-Espd€B9).

Abbildung 13: Todesliganden und ihre Rezeptoren.
Schematische Darstellung der bedeutsamsten Todedkg und der entsprechendBodesrezeptoren
sowie nachgeschalteter Signalwege (Eberle etG07R

Aktivierung alternativer Signalwege durch TRAIL

Abhangig vom Zelltyp, der relativen Starke und @=uer des vom Liganden vermittelten
Signals, kann die Behandlung mit TRAIL die Zellpiedation stimulieren und zeitgleich
verschiedene intrazellulare Signaltransduktionswegkizieren. Dazu gehoren der KB-
(engl.: nuclear factor kappa B)-Signalweg, der MAPK (engl.mitogenactivated protein
kinase)-Signalweg, der JNK (engl.Jan N-terminalkinase)-Signalweg und der PI3Engl.:
Phosphatidyinositol-3-kinase)-Akt/PKB Proteirkinase B)-Signalweg. Die Bindung von
TRAIL an DR4, DR5 oder DcR2 fuhrt zur Aktivierunggiv NFkB und der MAPKs durch
TRADD (engl.: TNFR1-associateddeath domain protein), TRAF2 (englTNF receptor-
associatedfactor 2) und RIP (engl..:receptorinteracting protein), die unabh&angig von
Caspase-8 und -18inen Signalkomplex bilden konnen. Vermehrte WB-Aktivierung
indess wurde unteanderem mit der TRAIL-Resistenz von leukamischeth Neuroblastom-
Zelllinien in Verbindung gebracht. Die Aktivierung des JNK-Sigmades wird tber die
TRAF2-MEKK1-MKK4-Signalkette vermittelt und ist ubhangig von der NIK-
IKK a/b Kaskade. Aktivierung der MAP-kinase ERK1/2 (engl.extracellular signal-
regulated kinase 1/2) durch TRAIL kann zu einem signifikanten Anstieg der

Zellproliferation in verschiedeneumorzellen, zur Expression der antiapoptotischen
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Proteine Bcl-2 und Bclixund zurApoptoseresistenz fuhren. Die Aktivierung des PRiK-
Signalweges wird als wichtiges onkogenes Ereigrésefjen, dass zur Stimulation von
Wachstum und Uberleben voumorzellen fihrt. TRAIL ist in der Lage die
Phosphorylierung und Aktivierung von PI3nd Akt/PKB in verschiedenen Zellen zu
induzieren. Akt/PKB ist dann in der Lage di&tivierung der apikalen Caspasen, entweder
durch direkte Phosphorylierung der Caspase-9 oderhddie Blockierung der Rekrutierung
der Procaspase-8 und -10 an den DISC beaintrachtigen. Die Bedeutung des PI3K-
Akt/PKB-Signalweges fur die Sensitivierungn Tumorzellen fir eine TRAIL-induzierte
Apoptose wurde in genetischen Studgazeigt, denn Tumorzellen mit einer aktivierenden,
somatischen Mutation in der PI3-Kinase sind resistgegen eine TRAIL-vermittelte
Apoptose. Neben der Regulation déberlebens-Signalwege (engl.: survival pathways)
reguliert der TRAIL-TRAIL-Rezeptor- Signalweg sowaplhysiologische Prozesse wie die
Hamatopoese und die T-Zell-Aktivierung als auphthophysiologische Zustdnde wie
Asthma, Autoimmunerkrankungen, Diabetes umithmmation (Di Pietro und Zauli, 2004;
Falschlehner et al., 2007; Johnstone et al., 2Di8berg et al., 2012b). Die Aktivierung eines
oder mehrerer Signaltransduktionswege in einer Art undeisd, die Uber das
proapoptotisch&ignal dominiert, kann dramatische Auswirkungen dief physiologischen
und therapeutischen Eigenschaften von TRAIL oder vomnggischen anti-TRAIL-

RezeptorAntikbrpern haben.

Resistenzentwicklung

Die Resistenz gegenuber TRAIL stellt eines der mmd/Hindernisse in der Entwicklung
einer effizienten Therapie dar (Wang und El Dei2903). Analysen der molekularen
Mechanismen der TRAIL-Resistenz haben zur Idemgifimg einiger charakteristischer
Defekte im Apoptosesignalweg von Krebszellen gefiiResistenzmechanismen konrsgch
sowohl an der Membran als auch intrazellular erkelit (Maksimovic-lvanic et al., 2012).
Resistenzmechanismen auf der Ebene der Todesrezepi@nnen durch eirf@dhere Prasenz
von Decoy-Rezeptoren, die mit den funktionellen dsyézeptorekonkurrieren, entstehen.
Es kann zu einem Verlust der Expression von DR4adet DR5an der Zelloberflache sowie
zu Mutationen in den Todesrezeptoren, die unter eam Rezeptortrimerisierung
verhindern kdnnen, kommen. DR4-Mutationen kommenbis zu 44% der Zellen von
Ovarial-, Brust-, Blasen- und Lungentumoren vors Bu 10% der Zellein Kopf-, Hals-,
nicht-kleinzelligen  Lungen- und Brusttumoren, Nooddkin Lymphomen und
hepatozellularen Karzinomen weisen Mutationen inrmdéir die DR5-Todesdomane

codierenden Genbereich auf. Zur TRAIL-Resistenz nledn auch die Verteilung der
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Todesrezeptoren in der Membran, was die Aktiviteét Rezeptoren beeinflusst, und der
ineffiziente Transport der Rezeptoren an die Zethben, z.B. durch Glykosylierung,
beitragen (Zhang und Fang, 2005; Maksimovic-lvagtial., 2012; Dimberg et al., 2012b).
Ferner konnte nachgewiesen werden, dass die furgfsoExpression von DR4 und DRt
der TRAIL-Resistenz in Lungen-, Kolon- und Brustkseellen in Verbindung stefiim et
al., 2000; Jin et al., 2004).

Resistenzmechanismen auf der intrazellularen Ebkidenen mit einer verminderten
Expression der Initiatorcaspasen-8 und -10 in Maitan Kolon- undNeuroblastomzelllinien
in Verbindung gebracht werden (Grotzer et al., 2000 et al., 2004; Kurbanov et al., 2007),
zudem kann es zu verminderter Transkription der p@€ses-8 durch Promotor-DNS
Methylierung, zur Deletion des Caspase-8-Genes auereiner vermehrten Caspase-8
Degradierung kommen (Maksimovic-Ivanic et al., 20%ber auctdie Uberexpression von c-
FLIP und von verschiedenen IAPs wie XIAP, Surviader c-IAP1/2 kann zu einer TRAIL-
Resistenz beitragen (Tanaka et al.,, 2000; Mahaiingéa al., 2009; Dimberg et al., 2012a;
Maksimovic-lvanic et al., 2012). Aktivierung d@roteinkinase C (PKC) kann ebenfalls zu
einer intrazellular-vermittelten Resistenz fuhrela aktivierte PKC die Rekrutierung von
Adaptorproteinen mit Todesdomanen (DD) an d@ambran-assoziierten Signalkomplex
(DISC) verhindern kann (Wang und El Deiry, 2003). Tumorzellen vom Typ-Il ist die
Liste der Molekille die zu TRAIL-Resistenziiren auch auf alle zytoprotektiven Molekile,
die an der Regulation des mitochondriaf#gnalweges beteiligt sind, ausgedehnt. Dazu gehort
die hohe Expression vomntiapoptotischen Proteinen wie Bcl-2 in Neuroldast
Glioblastom- undrustkrebszelllinien, von Bcliin Pankreaskrebszellen oder von Mcl-1 in
Kolon- und hepatozellularen Karzinomen und Cholangiokarzinon{dtahalingam et al.,
2009; Gillissen et al., 2010). Melanomzellliniemdi wie andere Zellen auch, grundsatzlich
sensitiv fur die TRAIL-induzierte Apoptose, trotrdekdnnen Melanomzelllinien eine
vorhandene oder aber eine induzierbare Resistemz, ddirch eine Kkontinuierliche
Behandlung mit TRAIL erzeugt wird, aufweisen (Zhatal., 2006; Kurbanov et al., 2007).
Die induzierbare TRAIL-Resistenz in DR4-positivenelsinomzellen hat sich atensient
erwiesen. Selektierte, TRAIL-resistente Melanoneelsind durch diélerabregulation von
DR4 und/oder DR5 und durch die Herabregulation &etiatorcaspasen und des
proapototischen Proteins Bid charakterisiert (Kadveet al., 2007).

Anwendung von TRAIL in der Tumortherapie

Todesliganden haben sowolm vitro als auchin vivo ein gewisses Potential fur die

Krebstherapie gezeigt. Im Gegensatz zu vielen amdé&rebstherapeutika induzieren sie



Einleitung |38

Apoptose in Tumorzellen unabhangig von Bcl-2, Bclund p53, welches in mehr als der
Halfte der humanen Krebsarten inaktiviert ist (Wak et al., 2000; Wang und EI Deiry,
2003). Folglich kdénnten Todesliganden effektiv gegeumore wirken, die ein®esistenz
gegen konventionelle Therapien wie Chemo- und Rhaedrapie aufweise(Dimberg et al.,
2012b). Trotz dieses madglichen Vorteils zeigte siih TNF-aund CD95L in der
klinischenAnwendung eine hohe Toxizitat gegen normale Gewsdlsey die zum Tod der
Versuchstiere imexperimentellen Modell fihrte (Ashkenazi, 2002). e Dintravendse
Verabreichung vonTNF- kann zu einem systemischen Inflammationssyndroifrefij
welches einem septischen Schock &hnelt, der durch die Aktivierungn
proinflammatorischem NKkB in vaskularen Endothelialzellen und Makrophagen eméste
kann. Die Injektion desagonistischen anti-CD95-Antikbrpers CH-11 bewirkin e
Leberversagen im Mausmodealurch eine Induktion der Apoptose in Hepatozyterel(dy
und Ashkenazi, 2004). Die einzigartigéhigkeit von TRAIL Apoptose in einer Vielzahl von
Krebszellen zu induzieremdhrend es nur eine geringe Toxizitdt gegentibemalen Zellen
aufweist, unterscheidéfRAIL von den anderen Liganden der TNF-Superfamilred lasst
vermuten, dass TRAlIInitzlich in der Krebstherapie sein konnte (Maksirodvanic et al.,
2012).

Krebszelllinien unterschiedlichen Ursprungs (Kolobunge, Brust, Prostata, Pankreas,
Niere, Schilddrise, Haut) sowie Zelllinien aus Lyromen, Leukdmien und multiplen
Myelomen weisen eine hohe Sensitivitdt gegeniiban geoapoptotischen Effekt von
TRAIL auf (Ashkenazi, 2002; Di Pietro und Zauli, ®). Tiermodelle mit humanen
Xenotransplantaten fur Kolonkarzinome (LeBlanc ésthkenazi, 2003), Gliome (Fulda et al.,
2002), multiple Myelome und Lungenkrebs (Mitsiade$s al., 2001) zeigten eine
beachtenswerte Antitumoraktivitat nach Behandlung TRAIL als Monotherapie oder in
Kombination mit konventioneller Chemo- oder Radestpie (Di Pietro und Zauli, 2004;
Cretney et al., 2007). Klinische Studien mit satidéumoren und Lymphomen mitRAIL
und TRAIL-Rezeptor-Agonisten als Monotherapie zemgtgeringe Toxizitat irPatienten
aber leider auch nur eine beschrankte Effektivitéerbst et al., 2010a; Herbst et al., 2010b;
Younes et al, 2010). Die Kombination von TRAIL ménderen Therapeutika wie
Chemotherapeutika&roteasominhibitoren, biologischen Wirkstoffen wartleren Substanzen
erscheint daher zwingend notwendig. Die TRAIL-ineéuz Apoptose konnte durch die
Kombination mit IFN- (Qu et al.,, 2011),genotoxischen Agenzien wie Doxorubicin,
Cisplatin und Etoposid (Vaculova et al., 2010; Xale, 2011), mit UVB-Bestrahlung (Hornle
et al., 2010) oder mit Kinaseinhibitor@Berger et al., 2010; Berger et al., 2DXynergistisch
verstarkt werden. Der diese@®ynergismus zu Grunde liegende Mechanismus variiert

zwischen den Therapieansatzemmfasst aber die Hochregulierung der TRAIL-
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Todesrezeptoren, Modulation der Mitgliedier Bcl-2-Famile und die Inhibition der Mitglieder
der IAP-Familie.

Da viele Tumore durch eine hohe Expression von pé&wsreptoren vor TRAIL-induzierter
Apoptose geschutzt sind, konnte sich die Behandhmg Tumorzellen mit spezifischen,
agonistischen Todesrezeptor-Antikorpern als effitgaeerweisen. Im vitro-Studien konnte der
Antitumoreffekt von Lexatumumab (monoklonaler ab®5-Antikérper) und von
Mapatumumab (monoklonaler anti-DR4-Antikorper) durdie Kombination mit Cisplatin
synergistisch verstarkt werden (Belyanskaya et28lQ7; Wu und Kakehi, 2009). Wie aber
schon fur TRAIL, zeigten sich in den Kklinischen @&an mit anti-DR-Antikorper-
Monotherapien oder auch fir die Kombinationen nemrge Effekte. Studien-Patienten mit
nicht-kleinzelligem Lungenkrebs (NSCLC) zeigten mein geringes Ansprechen auf die
Kombination von Dulanermin (rekombinantes humangsoA/TRAIL) mit Paclitaxel,
Carboplatin und Bevacizumab (einem Antikorper gegéBGF) (Soria et al.,, 2011).
Gegenwartig gibt es zahlreiche aktuelle Studien dés therapeutische Potential von
agonistischen Todesrezeptor-spezifischen Antikdrpats Monotherapie oder aber in
Kombination mit Chemotherapeutika, KinaseinhibitgrAntikdrpern gegen Komponenten der
Wachstumsfaktor-Signalwege, wie Bevacizumab odertuXi@ab (anti-EGF-Rezeptor
Antikorper), HDAC-Inhibitoren, Proteasominhibitorenoder immun-modulatorischen
Substanzen in unterschiedlichen Krebsentitatenidgsol'umore, hamatologische Tumore,
NSCLC, Non-Hodgkin-Lymphomen und Sarkomen) untemsuc((Johnstone et al., 2008) und

Datenbank der Klinischen Studien: www.Clinical Tsigiov)).

Proteinkinasen

In eukaryotischen Zellen spielen Proteinkinasene efchlisselrolle in der Regulation
verschiedener biologischer Prozesse. Proteinkinaseth Enzyme die den Transfer von
Orthophosphatresten (B von ATP auf andere Substrate katalysieren. Durch
Proteinkinasen  kdnnen die Aktivitaten von  Enzymenlonenkanalen und
Transkriptionsfaktoren gesteuert werden. Protess@m regulieren wichtige zellulare
Prozesse wie Proliferation, Zellwachstum, Diffeienzng, Migration, Zelladhasion,
Angiogenese und Apoptose. Eine Dysfunktion von déininasen kann zu schweren
pathophysiologischen Effekten im menschlichen Ospans fuhren (Sachsenmaier,
2001). Bei einer Vielzahl von neurologischen, kavdiskularen, inflammatorischen und
proliferativen Erkrankungen wie Psoriasis, rheundsio Arthritis, Asthma und Krebs
konnte eine Fehlregulation einzelner Proteinkinaseachgewiesen werden. Eine

Uberfunktion von Kinasen ist speziell im Zusammerthamit Krebs von groRer
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Bedeutung. Die Hyperaktivitat kann auf Faktoren Wieerexpression der Kinase, Verlast
inhibierenden Faktoren, Uberexpression an stimetiden Faktoren oder die konstitutive
Aktivitat der Kinase zuriickgefuihrt werden. In deuniorgenese spielen Proteinkinasen
eine wichtige Rolle bei Signaltransduktionsprozassdie die Bereiche Angiogenese,
Proliferation, Metastasierung, Uberleben, Apoptossd Transkription betreffen
(Melnikova und Golden, 2004; Duong-Ly und Peterstii, 3). Aufgrund deweitreichenden
Einflisse der Proteinkinasen mussen diese Enzyraegsteguliert werden.

Zu den regulierenden Faktoren gehéren KofaktorehBotenstoffe (C&, Mg?*, IPs, CAMP),
Aktivator- und Inhibitorproteine, Autoinhibition, igandenbindung an die regulatorische
Untereinheit, Phosphorylierung im aktiven Zentrum entweder durch eine andere
Proteinkinase  (Transphosphorylierung) oder durchch si selbst (Cis-  oder
Autophosphorylierung) oder aber die subzellularekdlisierung innerhalb der Zelle
(Manning, 2005). Die Proteinkinasen werden in Anlelg an ihre Wirkspezifitat in die
Gruppe defTransferasen eingeordnet. In Eukaryoten erfolgt Rli®sphorylierung an den
Hydroxylgruppen von Serin-, Threonin- und Tyrosste:m der Substrate (Vulpetti und
Bosotti, 2004). In Abhangigkeit ihrer Substratsfig#i ist eine Unterteilung der
Proteinkinasen in Serin-/Threonin- und Tyrosinkerasmaoglich (Sachsenmaier, 2001;
Garcia-Echeverria, 2009).

Im Folgenden werden diese naher erlautert:

1. Tyrosinkinasen:

Die Tyrosinkinasen werden in Rezeptor-TyrosinkimaséRTK) und Nicht-Rezeptor
Tyrosinkinasen unterteilt. RTK sind Transmembraigire mit einer Liganden-bindenden
Domane auf der extrazellularen Seite, einem eierelfransmembran-Segment und einem
zytoplasmatischen Abschnitt, der die Protein TyroSinase Aktivitat enthalt. Aktiviert
werden RTK durch Liganden-induzierte Dimerisierungas zur Phosphorylierung von
Tyrosinresten im zytoplasmatischen Teil des Rezspfitihrt. Diese phosphorylierten
Tyrosinreste dienen als Erkennungsmotiv fur Pretemit SH2-(engl.Src homology 2)
und PTB-(engl.:protein tyrosine binding) Doménen. Zu dieser Familie z&hlen unter
anderem diénsulin-Rezeptoren und die epidermalen WachstunsfdRezeptoren (EGFR;
engl.: epidermal growth factor receptor). Nicht-Rezeptor Tyrosinkinasen sind
zytoplasmatischeoder nukledre Enzyme, die haufig mit Rezeptorem kitine eigene
intrinsischeKinaseaktivitat aufweisen, assoziiert sind, wie dgtokin-Rezeptoren oder dem
T- und B-Zell-Rezeptor. Zu den bekanntesten Nicht-Rezepyoosinkinasen gehéren ABL
(engl.: Abelson leukemai virus) und SRC (engl.: Roarcoma virus transforming

oncogene) (Sachsenmaier, 2001; Garcia-Echevefl®)2
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2. Serin-/Threoninkinasen:
In vielen Tumorerkrankungen ist die Gruppe derrgérhreoninkinasen konstitutiv aktiv und
fuhrt so zu unkontrollierter Zellproliferation urzdir Entwicklung von Resistenzmechanismen.
Zur Familie der Serin-/Threoninkinasen gehdren murdaderem die Zyklin-abhangigen
Kinasen (CDK, engl.:cyclin-dependentkinases), die zusammen mit detyklinen die
zentralen Regulatoren des Zellzyklus darstellenn@let al., 2003); die MAP-Kinasen (RAF-
MEK-ERK), die Genexpression, Proliferation und ddiserleben der Zelle regulieren; die
Aurorakinasen, die fur eine einwandfreie Trennueg @hromosomen wahrend der Mitose
sorgen und die Gruppe der AGC-Kinasen (PKA, PKCBPRDK1 und andere), die eine
grol3e Rolle bei der Signaltransduktion und derpzeliferation spielen (Sachsenmaier, 2001,
Gold et al., 2006). Eine weitere wichtige und gradBeippe der Proteinkinasen stellt die
Familie der PI3K-verwandeten Kinasen (PIKKs, enBI.3K -relatedkinases) dar, zu denen
PI3K (Phosphatidyinositol-3-kinase), mTOR (englmammaliantargetof rapamycin), ATM
(engl.: Ataxia telangiectasianutated), ATR (engl.Ataxia telangiectasia an&ad3-related
protein) und DNA-PK (DNA-Proteinkinase) gehdren34Kiinasen regulieren eine Vielzahl
zellularer Prozesse wie Zellwachstum und UberletemZelle, Metabolismus, Kontrolle der
ZellgroRe, Zellzyklus, Zell-Zell-Kommunikation untmmunantwort (Stiles, 2009). Alle
PIKKs verfugen uber eine charakteristische PI3K-blmge Kinasedoméne und einen stark
konservierten C-Terminus. Alle Mitglieder der PlKFamilie spielen eine Rolle in
Krebserkrankungen, sowohl als Onkogene (Typ | PI8Hgr als Tumorsuppressoren (ATM
und ATR). Allerdings ist nur von PI3K bekannt, dassses Enzym sowohl eine Protein- als
auch Lipidkinase ist. Im weiteren Verlauf besclg#ti wir uns hauptséchlich mit der PI3K und
dem von ihr induzierten Signalweg (Abb.14). Die lR{hosphoryliert die Hydroxylgruppe an
Position drei des Inositolringes (D3) von Phosphdithositol und generiert so PI(3,4)P
(Phosphatidylinositol-3,4-bisphosphat) und  PI(3B5 (Phosphatidylinositol-3,4,5-tri-
phosphat). Die so generierten Phospholipide fuegieals sekundare Botenstoffe und
aktivieren den Akt/PKB-Signalweg durch Rekrutierurmg Akt/PKB an die Plasmamembran.
Die Rekrutierung von Akt/PKB erfolgt durch Interakt von PI(3,4,5)P mit der PH-(engl.:
Plekstrin homology) Doméane der Serin-/Threoninkinase Akt/PKBvé&nco und Sawyers,
2002; Chen et al., 2012).
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Abbildung 14: Der PI3K-Akt/PKB-mTOR Signalweg.

Aktivierung der Klasse IA-PI3K erfolgt Uber die @tilation der RTKs und der gleichzeitigen
Zusammenlagerung des Rezeptor-PI3K-Komplexes. Di¢smplex ist an der Membran lokalisiert, wo die
katalytische Untereinheit der PI3K (p110) RIR PIR; konvertiert. PIR fungiert als sekundéarer Botenstoff,
der eine wichtige Rolle bei der Rekrutierung undtivikrung von PDK1 und Akt/PKB spielt. Durch
Phosphorylierungen wird Akt/PKB vollstandig akticti@ind ist anschlieBend in der Lage diverse Ziggne
zu phosphorylieren und so wichtige zellulare Preeeswie Zellwachstum, Zellproliferation und das
Uberleben der Zelle zu steuern (Vivanco und Sawyz82).

Die Familie der PI3-Kinasen ist aufgrund ihrer Ramstruktur, Regulation und Lipid-
Substrat-Spezifitat in drei Klassen mit zwei Untaslsen unterteilt, Klasse |, Il und Ill. Die
PI3Ks sind Heterodimere mit separaten regulatoeiscnd katalytischen Untereinheiten.
Die verschiedenen Klassen der PI3-Kinasen werden Holgenden tabellarisch

zusammengefasst:
Typ | Subtyp Struktur Regulation

| la Heterodimere aus einer katalytischen Untereinheit Aktivierung durch
(p110 , , )und einer regulatorischen Untereinheit Wachstumsfaktor-RTK
(p85 ; p55 , oder p50 )

Ib Heterodimere aus einer katalytischen Untereinheit Aktivierung durch G-Protein

(p101) und einer regulatorischen Untereinheit (p84; gekoppelte Rezeptoren
p87)

Il Drei katalytische Isoformen C2 , C2 und C2 ohne Katalyse der Produktion von
regulatorische Untereinheiten PIP und PI(3,4)P,

11l Heterodimere aus einer katalytischen Untereinheit Protein- und Vesikeltransport;
(Vps34) und einer regulatorischen Untereinheit (p150) Regulation von mTOR durch

Vps34

Abbildung 15: Die Familie der PI3-Kinasen.
Unterteilung der PI3Ks aufgrund ihrer Primarstruktihrer Regulation und ihrer Lipid-Substratspezifitat
in drei Typen (Typ I-1ll) (Foster et al., 2012).

Die Serin-/Threoninkinase Akt/PKB liegt in drei mahverwandten, enzymatischen
Isoformen vor, Akt-1, -2 und Akt-3, die von dreirsehiedenen Genen kodiert werden

(14932, 19913 und 1qg43). Alle drei Isoformen sinéithin verbreitet, &hneln sich in
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Struktur und GrofR3e und werden durch einen gemeiesaMechanismus aktiviert. Die
Aktivierung von Akt/PKB ist ein mehrstufiger Prosgsder sowohl Rekrutierung und
Bindung an die Membran als auch Phosphorylierungemhaltet (Paez und Sellers,
2003)(Abb.14 und 16). Unmittelbar nach Aktivierudgr PI3-Kinase und der Produktion
von PI(3,4,5)R und PI(4,5)R wird Akt/PKB an die Plasmamembran rekrutiert, inmde
seinePH-Doméne an D3-phosphorylierte Phosphatidylingsitait hoher Affinitat bindet.
Die Aktivierung von Akt/PKB beinhaltet Konformationsérdingen und Phosphorylierung
an zwei spezifischen Resten. Der Threonin-308-Rest liegtneihalb  der
Aktivierungsschleife deKinasedomane und wird durch PDK1 (endtrotein-dependent
kinase 1), ebenfalls eine Serin-/Threoninkinase eimier PH-Doméne, phosphoryliert. Der
Serin-473-Rest liegt innerhattes C-Terminus, wird vom mTOR-Komplex 2 phospheryli
und ist fur die vollstandigend maximale Aktivitat von Akt/PKB essenziell (Sassov et
al., 2005b). Akt/PKB wurdels Proto-Onkogen identifiziert und die direkterelgi von
Akt/PKB schlie3en zentralRegulatoren der Apoptose (Bad, Bax, Bim, CaspasgeeB-9),
der Proliferation (p24P% p27PY), des Zellwachstums (mTOR), des Zelliiberleben®\RXI
Bcl-2, Mdm2/p53), des Metabolismus (GSK}3 wichtige Transkriptionsfaktoren (FoxO;
NF- B) sowie ander®&egulatoren (eNOS, Lamin A, Huntingtin, Ataxin-1jt®in (Paez und
Sellers, 2003).

Abbildung 16: Aktivierungsmechanismus von Akt/PKB

Die Translokation von PDK1 und Akt/PKB an die Plasnembran ist ein notwendiger Schritt fir die
Aktivierung. PIR dient als Bindungsstelle fur die PH-Domane von RDKind Akt/PKB. Die
Phosphorylierung an zwei spezifischen Phosphonyiigsstellen (an Serin-473 durch den mTORC2/PDK2
und an Threonin-308 durch PDK1) fuhrt zur vollstiged Aktivierung von Akt/PKB (Schlessinger, 2000).

Die Proteinkinase mTOR gehort zur Familie der PIKisd wird ubiquitar exprimiert.
Neben der konservierten, katalytischen Kinasedomamefigt mTOR dber eine
Rapamycin-Bindungsdoméne. Der mTOR-Signalweg reguli Zellproliferation,

Differenzierung, Migration und das Uberleben detlete Die Aktivitat von mTOR wird
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durch Bindung verschiedener Proteine vermittelts war Bildung von zwei individuellen
Komplexen, einem Rapamycin-sensitiven und einemaRgpin-resistenten Komplex, mit
unterschiedlichen Funktionen fiihrt.

Im mTOR-Komplex 1 (mMTORC1) bindet mTOR das Prot&aptor (engl.:regulatory-
associatedprotein of MTOR), wird durch PI3K-Akt/PKB aktiviert, was zur Akierung
und Phosphorylierung der ribosomalen S6-Kinase ded 4E-BP1 (engl.: eukaryotic
translation initiation factodE-binding protein 1) fihrt. Der mTORC1 reguliekterschiedene
Signalwegseffektoren und Transkriptionsfaktorere dann die Translatiowlje ribosomale
Biogenese, den Metabolismus, die Proliferation, z#iulare Antwort auf Hypoxie unden
Prozess der Autophagie regulieren. Der mTOR-Kom@enTORC2) besteht amsTOR
gebunden an das Protein Rictor (enghpamycinisensitivecompanion ofnTOR). Der
MTORC2 phosphoryliert Akt/PKB an Serin-473 und sosgmit flir eine umfassende
Aktivierung von Akt/PKB. Der mTORC?2 ist mal3geblieim der Organisation des Aktin-
Zytoskeletts beteiligt (Dancey, 2010).

Veranderungen im PI3K-Akt/PKB-mTOR Signalweg

Einige Komponenten dieses Signalweges sind in lexdenen Krebsarten verandert.
Mutationen im PIK3CA Gen, welches die katalytiscHdntereinheit von PI3K
(p11M) kodiert, sindhaufig in Brust- (37%), Endometrium- (24%) und Katarzinomen
(15%) anzutreffen.Eher seltener (<10%) treten diese Mutationen in aveinen,
Pankreas-, Prostata- uhdngenkrebs auf. Bemerkenswert ist, dass Uber 8&e4°tkK3CA
Mutationen zweHotspotmutationen sind, die zu einem konstitutithagn Signalweg fihren
(Vivanco und Sawyers, 2002; Chen et al, 2012). &mthe Mutationen im
Tumorsuppressor PTEN sindaufig in Tumoren des Endometriums, des zentralen
Nervensystems (ZNS), der Haut und in Prostatakanzén zu findenZu den auftretenden
Mutationen z&ahlen der Verlust der Heterozygosdé, Inhibition derPhosphatase-Aktivitat
sowie Punktmutationen, die die Ubiquitinierung Vv@TEN beeinflussen und so die
Translokation in den Kern verhindern. Zu den Akt thtionen zéhlen Akt-2
Amplifizierung in Ovarial- und Brustkarzinomen. Zaglich wurden tGber Mutationen in
Akt-1 in einigen Brust-, Kolorektalen- Haut- und Ovawmattoren berichtet. Eine
Punktmutation (E17K) in der PH-Domane von Akt-1 dauiiin einem geringen Prozentsatz
(2-8%) von Brust-, Kolorektal- und Ovarialkarzinomgefunden. Dieselbe aktivierende
Punktmutation (E17K) konnte auch in Akt-3 in zweieldinomzelllinien und in einem
Patienten mit Melanom aufgezeigt werden (Davied.e2008). InPankreaskarzinomzellen

wurde eine Akt-2 Uberexpression nach dem Verlust REENnachgewiesen (Altomare et
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al., 2003). PI3K und Akt Mutation schlieRen sichggeseitigaus. Eine konstitutive

Aktivierung von PI3K und Akt konnte mit einer verhméen Resistengegen Paclitaxel,

Doxorubicin und 5-Fluorouracil in Verbindung gelnagverden (Downward, 2004; Carpten
et al., 2007; Hafsi et al., 2012).

Bis dato wurden keine mTOR-Mutationen in humanenmdrten entdeckt, nur

Fehlfunktionen bzw. Mutationen in den oben genamrBgnalwegskomponenten, die zu
einer Hyperaktivierung von mTOR in benignen und igmEn neoplastischen
Erkrankungen (Nierenzelltumore, Brustkarzinome, NSC Melanom) fuhren (Guertin

und Sabatini, 2005; Bundscherer et al., 2008; Dariz@10).

Regulierung der Proteinkinasen des PI3K-Akt/PKB-mRTSignalwegs

Die an der Tumorgenese beteiligten Proteinkinaseties Angriffspunkte fur diverse
Inhibitionsstrategien dar. Dabei handelt es siclastd um nattrliche Inhibitoren als auch
um synthetische, niedermolekulare Proteinkinase-Intiibn und monoklonale Antikorper.
Die Phosphatidylinositol-Level unterliegen einereagen Regulation durch natirliche
Inhibitoren, den PIRPhosphatasen (PTEN, SHIP1, SHIP2). PTEN (emjiosphatasand
tensin homolog deleted on chromosome 10) wirkt demKRg&nalweg entgegen.
Urspringlich wurde PTEN als Tumorsuppressor in ®mebs und Glioblastomen
entdeckt. PTEN entfernt einen Phosphatrest an détostion von PI(3,4,5)8 und
konvertiert es in PI(4,50Pzurlick. Die SHIP-Phosphatasen (en§H2-domain-containing
inositol 5phosphatase) greifen auch PI(3,45R, entfernen allerdings ein®mosphatrest
von der 5’-Position um so PI(3,4Ru generieren (Fruman, 2010).

Niedermolekulare Proteinkinase-Inhibitoren (engkmall molecules”) sind synthetische
Verbindungen, die durch kompetetive oder irrevéesBindung an die ATP-Bindungstasche
die Aktivitat von Kinasen hemmen konnen. PI3-Kimaseom Typ Iwerden durch den
hochpotenten Inhibitor Wortmannin blockiert. Wortmén wird ausdem Pilz Penicillium
funiculosumgewonnen und gehort zur Substanzklasse der steréidene. Es hat eine
immunsuppressive und stark entziindungshemmendeuligrkVortmannin bindet kovalent
Uber seinen Furanring an einen Lysinrest 8(f)/sin der ATP-Bindungsstelle der p110-
katalytischen Untereinheit von PI3K. Die irrevetsibinhibition der PI3K beinhaltet die
Bildung eines vinylischen Carbamates durch den #ingier Lysin-Seitenkette auf den
Furanring von Wortmannin (Wipf und Halter, 2005h klinischen Studien wird das
synthetisch modifizierte Wortmannin PX-866 algperimenteller Wirkstoff eingesetzt. PX-
866 zeigte signifikante Antitumor-Aktivitat irXenotransplantat-Modellen (Chen et al.,
2012). Zudem laufen einige Phase-IlI-Studien mit &8& als Mono- und
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Kombinationstherapie in Glioblastomen, kolorektatarzinomen undopf-Hals-Karzinomen

(Quelle: www.clinicaltrials.gov).

Abbildung 17: Chemische Strukturen der PI3K-Akt/PKB-mTOR-Signalwegsinhibitoren.

(A) Chemische Struktur des PI3K-Inhibitors Wortmann(B) Chemische Struktur des mTOR-Inhibitors
Rapamycin. Die Klammern bezeichnen die FKBP12-Bmghstelle (links) und die Bindungsstelle von
mTOR (rechts).

Der mTOR-Inhibitor Rapamycin (Sirolimus) ist ein tisiches Fungizid, das aus
Streptomyces hygroscopicisoliert wurde. Neben der immunsuppressiven Wirkkognte

in vorklinischen Untersuchungen gezeigt werden,sd&apamycin zudemantitumorale
Aktivitat besitzt (Bundscherer et al., 2008). Rapam kann, in Abhangigkeivon der
Konzentration, sowohl demTORC1 als auch den mTORC2 in einigen Krebszedifini
inhibieren. Der mTORC1 wird im nM-Bereich, mTORC2m i niedrigen uM-
Konzentrationsbereich  inhibiert.  Rapamycin  bindetn aseinen intrazellularen
Bindungspartner, das Immunophilin FKBP12, und digsemplex bindet an und inhibiert
MTOR. Der FKBP12-Rapamycin-Komplex inhibiert dienKseaktivitdat des Raptor-mTOR
Komplexes durch Destabilisierung der Raptor-mTORedBiNng. Dies geschieht durch eine
Konformationsanderung in mTOR, was die Bindung aptBr und somit die Moglichkerur
Substratrekrutierung schwacht. Im mTORC2 blockieittor normalerweise di€KBP12-
Rapamycin Bindungsstelle. In der Klinik wird Rapammy als Immunsuppressivum zur
Verhinderung von Organabsto3ungen nach Transpiamést verwendet (Sarbassov et al.,
2005a). Im Mausmodell zeigte Rapamycin eine po&thzositive Wirkung gegen die
Symptome der Alzheimer-Krankheit. Durch eine Intidni von mTOR mittelsRapamycin
reduzierte sich die Konzentration vorAmyloid (Caccamo et al., 2010).

Bis jetzt gibt es drei analoge Substanzen zu Rapamgogenannte Rapaloga, die in klinischen
Studien eingesetzt werden. Dagghdren Temsirolimus (CCI-779), Everolimus (RADOQmhy
Ridaforolimus. Und obwohliber Verdnderungen im PI3K-Akt/PKB-mTOR-Signalwey i
bis zu 60% aller kutaneMelanome berichtet wurde, haben sich die spez#isdhhibitoren
dieses Signalweges atgcht effizient genug in der klinischen Anwendungwiesen
(Nikolaou et al., 2012Mittlerweile ist bekannt, dass Inhibitoren des PI8Kt/PKB-mTOR-
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Signalweges die antitumorale Aktivitdt anderer Ihoren synergistisch verstarken.
Untersuchungen inMelanom- Xenograft Modell mit PI-103 (einem PI3K unadlTORC1/2-
Inhibitor) in Kombination mit Rapamycin haben eine Reduktion desnorwachstums
gezeigt(Werzowa et al., 2011) und Phase VII-Studien mé@mgirolimus und Sorafenib
habenerste, vielversprechende Ergebnisse im Melanom ffeatticht (Nikolaou et al.,
2012).Aufgrund der Selektivitat, einer eingeschrankterrRdamkeit sowie der Entwicklung
von Resistenzen bleibt kunftig, ungeachtet der biskeriklinischen Fortschritte von
Kinaseinhibitoren, in der Tumortherapie insbesoaden der Melanomtherapie, die
Entwicklung von Kinaseinhibitoren fir eine effeld¢ilLangzeitbehandlung eine bedeutende
Herausforderung. Die Kombinationstherapie von Sigegsinhibitoren oder auch
Multikinaseinhibitoren mit Antikorpern wie Ipilimuab oder mit TRAIL oder seinen
agonistischen Antikdrpern stellen eine méglicherdpeoption fur das maligne Melanatar.
Zahlreiche Versuchsreihen sind dazu bereits gestgdberblick tber laufend&linische
Studien im Anhang, S.156-158).

Ca*-abhangige Kaliumkanéle

Kaliumkanale sind Transmembranproteine die eine hiige Rolle in diversen
physiologischen Prozessen, wie der Zellprolifergtider Migration, der Neurotransmitter-
Freisetzung, der Hormon-Sekretion, der Aufrechtéuhg des Membranpotentials unddar
Tumorgenese, spielen (Kunzelmann, 2005; Schmidl.e2010; Basalingappa et al., 2011).
Das humane Genom kodiert fir acht2Gabhangige Kaliumkanale (KCas), die sich in
Abhangigkeit von ihrer genetischen Verwandtschhfer Leitfahigkeit und dermolekularen
Mechanismus der G&Erfassung in drei Klassen unterteilen lassen:
(1)  Gruppe der KCas mit groRRer Leitfahigkeit (BK&al.1)
(2) Gruppe der CGd-abhangige Kaliumkanale mit geringer Leitfahigk@Ks,engl.:
Potassium channels with small conductance; KC&Xh2.2; KCa2.3)
3) Gruppe der KCas mit einer intermediaren Leitkbit (IKs, engl.:
Potassium channels with intermediate conductanCa3l).

Cd*-abhangige Kaliumkanéale mit intermediérer Leitf&dsig oder KCa3.1

Im Genom exisitiert nur ein KCa3.1 Gene (KCNN4),sdéir ein Protein mit 427
Aminosauren kodiert. Der Kanal wurde erstmals 198@ zwei amerikanischen Gruppen
unabhéngig voneinander in Pankreaszellen (Iskal.e1997) und in CHO-Zellen (Joiner et al.,

1997) kloniert und nachgewiesen. Das Protein bestef einem kurzen N-Termingsfolgt
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von sechs Transmembrandomanen und einem langerm@xé¢en Ende. Sowolder N- als
auch der C-Terminus liegen intrazellular (Abb.18A)as Protein besteht aus vier
Untereinheiten, die einen Kanalkomplex ausbildem, dessen Zentrum sich die
symmetrische Kaliumpore befindet (Abb. 18B). Didilapore, die den Selektivitatsfilteles
Kanals darstellt, ist zwischen den Transmembrandem& und 6 (S5-P-S&kalisiert und

besitzt ein GYGD-Motiv. Ein Strom durch den Kanahk erst dann gemessen werden, wenn

die Konzentration des intrazellularen, freien Kaas [Czi*]i > 50-100 nM ist. Oberhalb
dieses Schwellenwertes sind die KCa3.1-Kanale uiradlh vom Potentialer Zelle gedtffnet
(Wulff et al., 2001; Jensen et al., 2002). Die Qffg des Kanals wird iiber Cavermittelt
und durch Calmodulin reguliert, welches konstitudiv den CTerminus des Kanals bindet.
Vier Calmodulin-Molekille werden bendtigt, um die2Gaermittelte Aktivitat des KCa3.1-
Tetramers aufrechtzuerhalten, das bedeutet, jgdereinheit des tetrameren Kanals ist mit
einem Calmodulin-Molekil assoziiert, welches zu vier Ca*-lonen binden und so eine

Konformationsanderung und Offnung déanals bewirken kann (Fanger et al., 1999).

A B

Abbildung 18: Ca**-abhangiger Kaliumkanal KCa3.1.

(A) Schema einer Untereinheit des KCa3.1. Der N-@derminus liegen intrazellular. Der C-Terminus
bindet Calmodulin, welches nach Bindung vorf'Glie Offnung des Kanals reguliert. Der Kanal bestets
sechs Transmembrandomanen (S1-S6) und der PoremréB), die den Selektivitatsfilter enthalt. (B)
Schematische Darstellung eines KCa 3.1-Kanalkoneglexis vier -Untereinheiten (Jensen et al, 2002).

Die KCa3.1 Kanale spielen in der Regulation undbiitderung des Membranpotentials,
der Ca&t*-vermittelten Signalwege, der Aufrechterhaltung d&llvolumens, der
Anionensekretion (vor allem Chlorid- und Hydrogermmatanionen) sowie der Progression
durch den Zellzyklusger Proliferation, der Differenzierung und der Miion eine wichtige
Rolle. KCa3.1 mRNA Transkripte wurden nahezu augs8lch in nicht-erregbaren Zellen
nachgewiesen. Die Expression von KCa3.1 ist weitegtet und konnte in Geweben der
Plazenta, Lunge, Prostata, Milz, des Enddarms, Tdgsnus, des Knochenmarks, in den
Speicheldrusen, den peripheren Blutzellen (Eryyteor Blutplattchen, Lymphozyten,
Mastzellen, Monozyten und Makrophagen), den Endoeflen der Blutgefal3e und der
Haut gezeigt werden. Keine KCa3.1 Transkripte kenrdagegen im Gehirn, Ruckenmark,
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Herz, Nebennierenmark, Cortex, Uterus, in der Aokiber, Niere, den Eierstocken und
den Hoden nachgewiesen werden (Wulff et al., 208fsen et al., 2002; Lang et al., 2003).
KCa3.1-knockout Mause weisen nur einen schwacheimd®ip auf, da der Verluston
KCa3.1-Kanalen Uber andere &abhéngige Kaliumkanéle (SKs und BKgmpensiert
werden kann. Die Konsequenzen eines KCa3.1-Knosksintl Defekte in deintestinalen
Chlorid-Sekretion, eine defekte Mastzell-Aktiviegjrein leicht erhéhteBlutdruck und eine
verbesserte Glucose-Toleranz (De Marchi et al.9200ulff und Castle, 2010). Nach der
weitverbreiteten Lokalisation von KCa3.1-Kanalerf Blasmamembranen konnte 2009 eine
Gruppe aus ltalien (De Marchi et al., 2009) auate &ébkalisation von KCa3.1 auf der
inneren Mitochondrienmembran (IMM) nachweisdbiese mitochondrialen KCa3.1-
Kanale (mtKCa3.1) wurden mit Hilfe der Patch-Clafigehnik durch patchen von
Mitoplasten aufgezeigt. Die mtKCa3.1-Kanéle sinddie IMM integriert, mit der C#-
bindenden Doméane und dem N-Terminus auf der M&eie undder Porendffnung zum
Intermembranraum. Wahrend in der Plasmamembran KE€d@nale den Anstieg von €a

in Plasmamembran-Hyperpolarisation konvertierem es in den Mitochondrien zu einer
Depolarisation der IMM, durch einendnflux der durch den elektrochemischen Gradienten
und eine Volumenzunahme gesteuert wird (De Marchl.e2009).

Pathophysiologische Rolle der KCa3.1 Kanéle

Da KCa3.1-Kanale eine entscheidende Rolle in deguR#&on von physiologischen
Prozessen wie der Proliferation spielen, ist esitmerwunderlich, dass eine Involvierung
von KCa3.1-Kanalen auch in pathophysiologischenz&ssen nachgewiesen werden
konnte. Und obwohl bis heute keine humanen Erkrag&n aufgezeigt werdéwonnten, die
eine Mutation im KCa3.1-Kanal aufweisen, konnte hdddr diverse Krankheitemine
essenzielle Rolle von KCa3.1-Kandlen belegt werdéon hoher Relevanacheinen
KCa3.1-Kanale bei inflammatorischen Erkrankungenutohnmunerkrankungenund
vaskularen Erkrankungen, wie Restenosen, Nierexdér, Arteriosklerose unéisthma,
zu sein. Ebenso konnte eine Beteiligung von KC&atadlen beiSichelzellanamie, in
neuroinflammatorischen Erkrankungen und bei SchHdelTraumata gezeigt werden
(Wulff und Castle, 2010). Da KCa3.1-Kanale eine hiige Rolle in der Proliferation
verschiedener Zelltypen spielen, Uberrascht est,nddss eindeteiligung des Kanals in
der Entwicklung verschiedener Tumorarten berichveirde. Hohe Expressionslevel von
KCa3.1 konnten in Plasmamembranen verschiedamaorentitdten nachgewiesen werden,
so in Gliom-, Melanomzellen, in Prostata-, PankieaBrust-, Endometrium- und
Kolonkarzinomzellen (Jager et al., 2004; Schont2995; De Marchi et al., 2009).
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Regulation von KCa3.1

Die Lokalisation der KCa3.1-Kanéale wird durch Maoatibn des Membran- und Protein-
Transportsystems reguliert (Sassi et al., 2010¢ KCa3.1-Transkription und Expression
kann durch die Transkriptionsfaktoren AP-1 (engttivation protein-1) und REST (engl.:
repressoelement-1silencing transcription factor) reguliert werden. Auf Protddeee kann
die Funktion von KCa3.1 durch die Kinasen PKAdteirkinaseA) und NDPK-B (engl.:
nucleoside diphosphatekinaseB) erhdht oder durch die Histidin-Phosphatase PHPT1
inhibiert werden. NDPK-B und PHPT1 sind dabei inr deage, durch direkte
Phosphorylierung/ Dephosphorylierung der Histiditee (Hi$%®) im C-Terminus, die
Funktion von KCa3.1 zu beeinflussen (Wulff und @gst2010). In aktivierten T-
Lymphozyten, Pankreaskarzionomzellen, MelanomzellehGlioblastomzellen konnte eine
dramatische Zunahme der Expression (um etwa dagat@@) von KCa3.1, im Vergleich
zu normalen Zellen, gezeigt werden (Jager et @042Schonherr, 2005; Lallet-Daher et al.,
2009; Ruggieri et al., 2012). In Brustkrebszellenrde nachgewiesen, dass die KCa3.1-
Expression Zellzyklusabhangig ist (Ouadid-Ahidowthal., 2004) und in Pankreas- und
Kolonkarzinomzellen war eine Zunahme der KCa3Ekpression auf die mitogene
Aktivierung des Ras/ERK-Signalweges zuruckzufih(®e Marchi et al., 2009; Lallet-
Daher et al., 2009).

Inhibition der KCa3.1-Kanale

Angesichts des breitgefacherten Expressionsprafid der zentralen Rolle von KCa3.1-
Kanalen in verschiedenen pathophysiologischen Bsere scheint die Entwicklung von
KCa3.1-Kanalinhibitoren eine naheliegende Strategie sein. Zu den verflugbaren
Inhibitoren von KCa3.1-Kanélen z&hlen die zwei $kongifte Charybdo- un¥aurotoxin.
Sowohl Charybdotoxin, ein Neurotoxin das Maiurus quinquestriatusebraeugroduziert
wird, als auch Maurotoxin (produziert v@corpio maurus palmatyudlockieren KCa3.1-
Kanale jedoch nicht selektiv, da sie auch spanrabigingig&aliumkanale (Kv1.3 und
Kv1l.2) und KCal.l (BK) inhibieren. Zusatzlich wend€Ca3.1-Kanale durch eine Reihe
von Medikamenten inhibiert, die urspringlich fidareKrankheiten zugelassen und erprobt
wurden, wie das Malariamittel Chinin, deNMasodilatator Cetedil oder das
Breitbandantimykotikum Clotrimazol (Wulff und Castl2010). Clotrimazol wurde sowohl
in experimentellen Tiermodellen, als auch in klshisn Studien zur Behandlung von
Sichelzellandmie eingesetzt. Bedauerlicherweisenegigsich Clotrimazol nicht zur
Langzeittherapie, da es eine hohe Affinitat zu @tochrom P450-abhangigen Enzymen
(z.B. CYP3A4) aufweist. Durch die inhibitorische Ning von Clotrimazol auf die
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P450-abhangigen Enzyme kommt es zu starken Nebanvgen wieleberzytotoxizitat,
irreversiblen Lebersché&den und zu drastischen \der@amgen inCortisolspiegel.

Allerdings wurde Clotrimazol von der Arbeitsgruppen Heike Wulff (San Diego,
Kalifornien) als Vorlage fur die Synthese diver3eraryimethane verwendeEines dieser
Triarylmethane (TRAM-34, 1-[(Chlorophenyl)diphenyithyl]1-H-Pyrazol)erwies sich als
selektiver Inhibitor fir die KCa3.1-Kanale, ohnee diP450-abhéngigeEnzyme zu
inhibieren. TRAM-34 inhibiert KCa3.1 mit einemdgvon 20 nM und verfugiber eine 500-
1000-fach erhohte Selektivitat gegenuber Kv-KandkBi- und SK-Kanalen(Wulff et al.,
2000; Wulff et al., 2001). TRAM-34 ist durch seihehe Lipophiliemembranpermeabel.
Wie Clotrimazol, so blockiert auch TRAM-34 den KChXanal innerhalb der selektiven
Kanalpore durch Interaktionen mit zwei spezifiscgninosaureresten. Digindungsstelle
fur TRAM ist in der S5-P-S6 Region lokalisiert ueth Threoninrest in SBrhr?®9 sowie
ein Valinrest in S6 (V&l® wurden als absolut essenziell fir die Bindwog TRAM-34
identifiziert. Beide Aminoséaurereste flankierenesirgrof3en, wassergeftllten Hohlraum, der
knapp unter dem Selektivitatsfilter (GYG-Motiv) d€anals liegt.

Da der Kanal selbst als Tetramer vorliegt, kannTdRAM-Bindungsstelle Threonin/Valin
von mehr als einer Untereinheit beinhalten. Diee@litat der KCa3.1-Kanéle firRAM-
34 ergibt sich wahrscheinlich aus der stabilenr&iigon des propellerférmigen TRAM-34
mit den Aminosauren Threonin und Valin. DieElektronenwolken dePhenylringe von
TRAM-34 bilden hydrophobe Interaktionen mit den igegolarisiertenWasserstoffatomen
der Methylgruppe von Threonin. Die Interaktionent myfalin lauft ebenfalls Uber
hydrophobe Interaktionen, ist aber abh&angig von @GedlRe des Restes (Wulff et al.,
2001).
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Abbildung 19: Die Bindung von TRAM-34 an den KCa3.1

(A) Struktur des TRAM-Molekils. Das TRAM-Pharmakaplbesteht aus zwei Teilen, einer funktionellen
Gruppe auddrei Phenylringen und einer heterozyklischen Gruppeilff et al., 2001). (B) Modell der
KCa3.1-Struktur mit der Bindungtasche von TRAM-Bdir der obere Teil der Porenregidas Kanals ist
zu sehen. Das GYG-Motiv, das den Kalium-Selektisfitier bestimmt, ist in hellblaulhreonif in
rot und Valif”® in kupfer dargestellt. Es sind nur zwei Untereitd®i gezeigt, um deimternen
Hohlraum deutlicher herauszustellen. Die drei Phignge von TRAM-34 (Cyan) interagieren niibreonin
und Valin (Wulff et al., 2001).

Parallel zu TRAM-34 wurde ein fluoriertes Triphedtetamid als KCa3.1-InhibitoflCA-
17043 = Senicapoc) von einer amerikanischen Firlcagén Inc.) entwickeltSenicapoc
inhibiert KCa3.1 mit einem I§g von 11 nM und zeigt eine oraldioverfugbarkeit/

Halbwertszeit von 12,8 Tagen.

Experimentelle und klinische Anwendung von KCah#bitoren

Die Inhibition von KCa3.1-Kanalen mit TRAM-34 venderte die Proliferation von
Prostatakarzinomzellen durch eine vermehrte Exmessvon p2fPl und in

Brustkrebszellen kam es zu Membrandepolarisatiah Zegllzyklusarrest in der frihen 61
Phase (Ouadid-Ahidouch et al., 2004; Lallet-Dahierale 2009). In Tiermodellen haben
TRAM-34 und Senicapoc gezeigt, dass sie experiiend&itoimmune Enzephalomyelitis
(EAE, ein T-Zell vermitteltes Krankheitsmodell mden Symptomen einer Multiplen
Sklerose) verhindern und die inflammatorische Amtwdei rheumatoider Arthritis, in
Mausen inhibieren (Wulff und Castle, 2010). Die Betlung mit Clotrimazol odéeFRAM-

34 hat einen zytostatischen Effekt auf diverse Tweldinien und beeintrachtigtdie

Progression/Entwicklung von Melanom- und EndomaetriXienograft-Modellen. Die
Behandlung von SCID-Mausen mit Clotrimazol fihrie einer verminderten Anzahl von
Lungenmetastasen, die sich aus Priméartumoren humdeknomzellen entwickelt haben
(Benzaquen et al., 1995). Die Behandlung von Na#ksan, denen humakadometrium-

karzinomzellen injiziert wurden, mit TRAM-34 zeigtebenfalls ein vermindertes
Tumorwachstum (Wang et al., 2007). Die Blockierung KCa3.1-Kanalen mit TRAM-34 in
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einem Mausmodell zeigte vermindeAgheriosklerose durch Reduktion der Proliferatcar
glatten Muskelzellen (engl.: smootmuscle cells) und verminderte Lymphozyten-
Infiltration. Zudem fiihrte die Blockierunggon KCa3.1 zu einer supprimierten
Angiogenese (Wulff und Castle, 2010). DkKombination von TRAM-34 mit einem
blockierenden Peptid fiir despannungsabhéngigen Kv1.3-Kanal verminderte dieelF-Z
und Makrophagen-Infiltration in einer frihen Phase der Organabsto3ung nach
Nierentransplantation in Ratten.

FUr Senicapoc gibt es mittlerweile sowohl Phasend Phase II-Studien in Patienten mit
Sichelzellandmie, die vielversprechende Ergebnissgen. Diese initialen klinischen
Versuche haben gezeigt, dass es gut vertraglichiestKCa3.1-Kanéle blockiert und damit
auch biologische Effekte hervorruft. Blockierung #&Ca3.1-Kanale verhindert destarken
Verlust von zellularem Wasser und damit die Delgmimg, das Einschrumpfeder
Erythrozyten, reduzierte die Hamolyse und erhohéeHEmoglobin-Level irPatienten mit
Sichelzellandmie.

Zudem sind KCa3.1-Kanale auch ein attraktives Zigl Autoimmunerkrankungen und
neurodegenerative Erkrankungen mit einer inflammstben Komponente, durch
Blockierung der Zellproliferation. Vorstellbar istber auch ein Einsatz der KCa3.1-
Inhibitoren in der Tumortherapie (Wulff und Zhor@Q08; Wulff und Castle, 2010).
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Fragestellung

Das metastasierte maligne Melanom gehort zu deresgjgsten und therapieresistentesten
Tumorentitaten. Es gilt aufgrund seiner hohen Muéaals ein wichtigeModelltumor.
Leider gibt es derzeit noch wenig wirksame Thenapiher ist ein besserdsrstandnis der
Apoptoseregulation, der Mechanismen der Resistéwirskiung sowiedie Entwicklung
neuer Therapieansatze von hoher medizinischer Bauigu

Neben den neu zugelassenen Therapeutika wie Veemiva{BRAF®°°E Inhibitor) und
Ipilimumab (anti-CTLA-4-Antikorper), weisen TRAIL nd die agonistischen Antikorper
gegen die TRAIL-Rezeptoren ein hoffnungsvolles dpeutisches Potential auf. Der
apoptotische Effekt von TRAIL beruht auf der Faligkselektiv eine Vielzahl von
Krebszellen zu tdten, wahrend normale Zellen waiégel unbeeinflusst bleiben.
Ungeachtet dessen, entwickeln Melanomzellen h&ufig TRAIL-Resistenz.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, in einer regritativen Auswahl von
Melanomzelllinien mittels verschiedener Signalwag#itoren die TRAIL-Resistenz zu
uberwinden und fur die TRAIL-induzierte ApoptosesansitivierenNeben Wortmannin und
Rapamycin, Kinaseinhibitoren des PI3K-Akt/PKB-mTC#gnalweges, wurde TRAM-34,
ein Inhibitor fur die C&-abhangigen Kaliumkanal¢KCa3.1), verwendet. Untersucht
wurden neben der inhibitorischen Wirkung der Sulmta auch deren Effizienz in der
Apoptoseinduktion, Auswirkungen auf die Zytotoxditundauf die Zellproliferation. Zur
Klarung der Wirkmechanismen wurde die Caspasenkigzskader mitochondriale
Apoptosesignalweg, die Bedeutung von reaktiven Staffradikalen (ROS) auf die
Apoptose und die Involvierung verschiedener Bclr@t€ine, insbesonderdie Rolle von
Bax, untersucht. Im Falle von TRAM-34 sollte zudemittels Interaktionsstudien die
Bindung des Kanals an Bcl-2-Proteine, insbesonBarg bestimmt werden.

Das Projekt sollte zum besseren Verstandnis der IIHR&sistenz im malignen Melanom
und deren Uberwindung mittels verschiedener Inbibit beitragen, um so mogliche
therapeutische Angriffspunkte identifizieren undfimleren zu konnenHauptziel dieser
Arbeit war es eine Grundlage zur mdglichen theripeloen Nutzung vonTRAIL in
Kombination mit Kinaseinhibitoren des PI3K-Akt/PKBTOR-Signalweges und dem
Kaliumkanalinhibitor TRAM-34 zu schaffen. Diese konnte sich auf agonistische
Antikorper der TRAIL-Rezeptoren, dieereits in klinischen Studien eingesetzt wurden

und werden, in Kombination mit demsgewahlten Inhibitoren stitzen.
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Ergebnisse

Strategie | - Sensitivierung durch den Kaliumkamaibitor TRAM-34

Nachweis von KCa3.1 (IK1) in diversen Melanomzeién

Eine signifikante Expression des KCa3.1-Kanals kennn sechs verschiedenen
Melanomzelllinien gezeigt werden. Als Negativkotign wurden sowohl HEK-293 Zellen,
die zuvor in einer real-time PCR Analyse als KCa3ebativ getestet wurden, als auch mit
einem Mock-Plasmid transfizierte Zellen verwen@eidem wurden HEK-293 Zellen transient
mit einem KCa3.1-Plasmid transfiziert, um die Exsien von KCa3.1 (46 kDa) wieder
herzustellen und die Spezifitdt des KCa3.1-Antikedspnachzuweisen (Abb. 20A). Zusatzlich
wurde die Expression der KCa3.1 mRNA mit Hilfe deal-time PCR in verschiedenen
Melanomzellen Uberpruft und hier wurde bestatigssIHEK-293 Zellen als KCa3.1 negativ
einzuordnen sind (Abb. 20B). Um die Funktionaldiégs Kanals selbst zu untersuchen und zu
Uberprufen, wurden elektrophysiologische Ableitungeit Hilfe der Patch-Clamp-Technik
untersucht. Hier wurden lineare Kaliumstrome naaiw@ndung eines Spannungsrampen-
Protokolls in A-375 Zellen aufgezeichnet. Nach Zheyavon TRAM-34 wurde eine sofortige
Reduktion des Stroms aufgezeichnet (10 nA2 nA; Abb. 20C) und der KCa3.1 wurde
daraufhin als vorherrschender Kaliumkanal in A-3ZBllen eingestuft. Eine zeitliche
Ableitung des Stroms zeigte einen sofortigen StAtmiss nach Zugabe von TRAM-34 (Abb.
20D).

Abbildung 20: Nachweis von KCa3.1-Kanalen in Melanmzelllinien.

(A) In sechs verschiedenen Melanomzelllinien kondie Proteinexpression von KCa3.1 (IK1) gezeigt
werden. Als Negativkontrolle dienten Mock-transfize HEK-293 Zellen, als Positivkontrolle KCa3.1-
transfizierte HEK-293 Zellen. Eine gleichmaRige teim-Beladung (30 pg pro Bahn) wurde mit GAPDH
Uberprift. (B) Expression der KCa3.1 (IK1) mRNArrehreren Melanomzelllinien wurde mit der Echtzeit
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(real-time) PCR-Analyse bestimmt. Der Schwellenweigr KCa3.1-negativen HEK-293 Zellen ist
eingezeichnet (gestrichelte Linie). Die Werte wurdsuf -Aktin normalisiert. (A, B) Die Experimente
wurden mindestens zweimal wiederholt und liefertengleichbare Ergebnisse. (C) Spannungsabhéangige
Kaliumstréme wurden in TRAM-34 behandelten A-375lleie aufgenommen und mit unbehandelten
Kontrollen verglichen. Der Spannungsbereich, derdi@ nachfolgende Zeitkinetik verwendet wurde, ist
angegeben. (D) Zeigt eine Zeitkinetik von Kaliurdsten in A-375 Zellen nach Zugabe von TRAM-34 (t =
0). Die kleinen Pfeilkdpfe zeigen das Zeitinteryatlas fir die Bestimmung der Strom-Spannungs-
Abhangigkeit benutzt wurde.

Antiproliferative Effekte von TRAM-34

In Zellzyklus- und Proliferationsanalysen konntea dntiproliferative Effekte von TRAM-34
deutlich gezeigt werden. Die Behandlung von A-3&len fur 24 h mit 40 uM TRAM-34
fuhrte zu einem partiellen G1-Arrest und einer Vimaerung der S-Phase (Abb. 21A). Eine
dosisabhangige Abnahme des Zellwachstums konnte3di5 und Mel-HO Zellen mit Hilfe
des WST-1 Assays gezeigt werden. Um diese Effe&td meutlicher hervorzuheben wurde
eine Echtzeit-Zellanalyse gemacht, bei der Ubegreifeitraum von bis zu 96 h kontinuierlich
Zellwachstum und Zelladhasion untersucht werdemé&iin Direkt nach Zugabe von TRAM-
34 zeigte sich eine deutliche Reduktion des Zelhsaans, welche auch nach 72 h noch
anhaltend war (Abb. 21 B-D).

Abbildung 21: Antiproliferative Effekte von TRAM-34 .

(A) Zellzyklusanalysen von TRAM-34 behandelten A3 Vergleich zu DMSO-behandelten Kontrollen.
(B) Mit Hilfe des WST-1 Assays konnte eine konzatitnsabhéngige Verminderung der Zellproliferaiion
Mel-HO Zellen gezeigt werden. Mittelwerte und Stardhbweichungen (SDs) aus drei unabhangigen
Experimenten mit Dreifachwerten sind gezeigt. Dististische Signifikanz wurde mittels Studentschiem
Test berechnet und bei einem p-Wert < 0,005 migReginzeichnet. Die statistische Signifikanz istedpsm,
wenn man die TRAM-34 behandelten Zellen mit den @M&handelten Kontrollen vergleicht. (C, D)
Wachstumskurven von A-375 und Mel-HO nach Behargllant TRAM-34 im Vergleich zu DMSO-
behandelten Kontrollen, gemessen mit der Echtadig#alyse. Die Zellindizes wurden zum Zeitpunkt ®
normalisiert.
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TRAM-34 sensitiviert fur die Todesliganden-indutéeApoptose

Um eine Strategie zu finden, wie auftretende TRRIksistenzen in Melanomzellen zu
brechen sind, wurde eine Reihe von TRAIL-sensitivamd TRAIL-resistenten

Melanomzelllinien untersucht. Zusatzlich wurdenl@epulationen von A-375, Mel-HO und
SK-Mel-13 untersucht, die eine induzierbare Resistgach kontinuierlicher Kultivierung mit
TRAIL aufwiesen. Dies fuhrte zu selektiert-resisganZelllinien, die im Nachfolgenden als
TRAIL-selektierte (-TS) Zelllinien auftauchen (ASTS, Mel-HO-TS und SK-Mel-13-TS).

Abbildung 22: Durchlichtbilder zur Apoptoseinduktio n in A-375 und Mel-HO Zellen.
Behandlung mit 40 uM TRAM-34 + 20 ng/ml TRAIL fuhzti einer Induktion der Apoptose, die anhand der
abgerundeten und abgeldsten Zellen zu sehen war.

Eine Quantifizierung von apoptotischen, hypodipémid Zellen (sub-G1-Zellpopulation)
erfolgte mittels einer durchflusszytometrischen Ksa von Propidiumjodid (Pl) gefarbten
Zellkernen nach einem Protokoll von Nicoletti (Raedi und Nicoletti, 2006).
Erstaunlicherweise zeigte TRAM-34 trotz seiner aualiferativen Effekte keinerlei Effekt bei
der Apoptoseinduktion nach 24, 48 oder 72 h. Dienkmation von TRAM-34 und TRAIL
zeigte eine starke Zunahme der Apoptose sowolgrnisisven als auch resistenten Zellen. In
den sensitiven Zelllinien A-375, Mel-HO, SK-Mel-15d SK-Mel-28 konnte eine Zunahme
der Sub-G1-Population auf 18% bis 70% nachgewiesgden. Auch die TRAIL-selektierten
und damit TRAIL-resistenten Zelllinien waren emgglch fur die Kombinationsbehandlung
und zeigten Apoptoseraten zwischen 13% und 60%am#hbng der permanent TRAIL-
resistenten Zellen (Mel-2a und MeWo) fihrte zu eiApoptoseinduktion von bis zu 15%
(Abb. 23, Abb. 25A).
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Abbildung 23: Sensitivierung von Melanomzellen fUrTRAIL-induzierte Apoptose.

Die Induktion der Apoptose (Prozentsatz von subZ@tlen) wurde in neun Melanomzelllinien mit Hilferd
Zellzyklusanalyse untersucht. Die Zellen wurden amisteigenden Konzentrationen TRAM-34 +/- TRAIL
behandelt. Mittelwerte und Standardabweichungen do&i unabhangigen Experimenten, jeweils mit
Triplikaten, sind gezeigt. Statistisch signifikaéerte sind mit * gekennzeichnet (p<0,005) und &leen
sich auf TRAM/TRAIL-behandelte Zellen im Vergleigh TRAIL-behandelten Zellen.

Offensichtliche Effekte der Apoptose waren die medde Zellzahl sowie die abgerundeten
und abgelosten Zellen. Die morphologischen Chariskitea der Apoptose, wie die

Fragmentierung der nukledaren DNS und die Chromatidknsation, wurden mit Hilfe der

Bisbenzimid-Farbung in A-375 und A-375-TS Zellechébar gemacht (Abb. 24A). Die

Zahlung der positiv gefarbten Zellen wiesen venjibare Apoptoseraten von etwa 55% in A-
375 und von etwa 40% in A-375-TS (Abb. 24B).

Abbildung 24: Bisbenzimid-Farbung von A-375 und A-35-TS Zellen.
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(A) Bisbenzimid-Farbung von A-375 und A-375-TS 2ellund (B) dessen Quantifizierung nach Behandlung
mit 40 uM TRAM +/- 20 ng/ml TRAIL fur 24 h. Deutlic sind Zellen mit fragmentierten Kernen und
kondensiertem Chromatin zu sehen, die fiir eine fgeginduktion sprechen.

Die Zytotoxizitdt wurde durch die Bestimmung deikteidehydrogenase (LDH)-Freisetzung
in das Zytoplasma parallel zu der Apoptoseuntensoghphotometrisch bestimmt. Generell
konnte nach 24 h nur eine geringe Zytotoxizitatcudie Kombinationsbehandlung von
TRAM-34 und TRAIL nachgewiesen werden, die zu s@teZeitpunkten etwas anstieg, was
aber als sekundares Ereignis zu werten ist (AbiZ)2Bie proapoptotischen Effekte von
TRAM-34/TRAIL fuhrten zu einer stark verminderterliproliferation, die mittels WST-1-
Untersuchung in A-375 und A-375-TS bestimmt wuk¥e@hingegen die Monobehandlung mit
TRAIL zu einem Abfall der Zellproliferation von 25% A-375 fuhrte und in A-375-TS
keinerlei Effekt zeigte, fihrte die Kombination alRAM-34 und TRAIL zu einer starken
Verminderung der Proliferation von 95% in A-375 wah 75% in A-375-TS Zellen (Abb.
25B).

Abbildung 25: Auswirkungen von TRAM-34/TRAIL auf di e Proliferation.

(A) Die Auswertung der Zellzyklus-Analysen mit Hilfder Histogramme zeigen die Apoptoseinduktion
(Zunahme der sub-G1 population, roter Graph) in7A-3ind A-375-TS nach Behandlung mit 40 uM
TRAM-34 und TRAIL (offener Graph, rot) im Vergleichu DMSO-behandelten Kontrollen (graue, gefillte
Graphen). (B, C) Fur A-375 und A-375-TS wurde soldil Zellproliferation mittels WST-1-Assay (B) als
auch die Zytotoxizitat mittels LDH-Assay (C) beatimn Die Zellen wurden mit steigenden Konzentration
TRAM-34 (20-80 pM) +/- 20 ng/ml TRAIL behandelt. \BDargestellt sind sie Mittelwerte und
Standardabweichungen eines reprasentativen von wnabhéngigen Experimenten, die jeweils mit
Dreifachwerten durchgefuhrt wurden. Die Experimer#eigten vergleichbare Ergebnisse. Statistisch
signifikante Werte sind mit * (p<0,005) gekennze&ieh und beziehen sich auf TRAM/TRAIL-behandelte
Zellen im Vergleich zu TRAIL-behandelten Zellen.

Neben der Sensitivierung fur den Todesliganden TR#&&r TRAM-34 auch in der Lage die
Sensitivitat fur den Todesliganden CD95L (CH-11)CH-11-selektierten A-375-CS and Mel-
HO-CS signifikant zu verstarken. In Zellen, dieeeResistenz im CD95-Siganlweg aufweisen
(MeWo, SK-Mel-28) konnte durch die Kombinationsbetlang mit TRAM/TRAIL keine
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Sensitivierung erzielt werden. Es scheint so, éasgerschiedene Signalwege gibt, die zu einer
permanenten und einer induzierten Restistenz géB&iL und CD95 fuhren (Abb. 26A). Die
TRAIL-selektierten Zellpopulationen zeigten eineeleresistenz gegen CH-11 (CD95L) und
die CH-11-selektierten Zellpopulationen zeigteregireuzresistenz gegen TRAIL, was einen
Hinweis auf parallele Signalwege in der induzierfedesligandenresistenz gibt. TRAM-34

war auch in der Lage diese Kreuzresistenzen zuniibeéen (Abb. 26B).

Abbildung 26: Sensitivierung fir CD95-vermittelte
Apoptose durch TRAM-34.
(A) Die Zellen wurden fiir 24 h mit einer Kombinatio
aus TRAM-34 (40, 80 uM) und einem agonistischen
CD95 Antikdrper (CH-11; 50 ng/ml) behandelt. Die
Apoptosewerte sind als Prozentsatze der sub-G1-
Populationen angegeben und wurden mit Hilfe der
Durchflusszytometrie nach einer Propidiumjodid-
Farbung analysiert. (B) Kreuzresistenzen von TRAIL-
selektierten Zellen (A-375-Ts und Mel-HO-TS) gegen
CH-11 und Kreuzresistenzen von CH-11-selektierten
Zellen (A-375-CS und Mel-HO-CS) gegen TRAIL wurderKombination mit TRAM-34 untersucht. (A, B)
Dargestellt sind sie Mittelwerte und Standardabiueigien eines reprasentativen von drei unabhangigen
Experimenten, die jeweils mit Dreifachwerten durfidprt wurden. Die Experimente zeigten vergleickbar
Ergebnisse. Statistisch signifikante Werte sind mifp<0,005) gekennzeichnet und beziehen sich auf
TRAM/TRAIL-behandelte Zellen im Vergleich zu TRAlhehandelten Zellen.

Um zu zeigen, dass die Blockierung von KCa3.1 nereverstarkten Apoptose fuhrt und somit
eine Rolle in diesem Prozess spielt, wurde derratere und weniger selektive KCa3.1-
Inhibitor Charybdotoxin (CTX) verwendet. AhnlichevirRAM-34 induziert CTX selbst (100-
200 nM) nur sehr schwach Apoptose in A-375 und A-3% Zellen, ist aber in der Lage die
TRAIL-induzierte Apoptose deutlich zu verstarkenbpA 27A, B). Fir den finalen Beweis,
dass KCa3.1 in diesem Setting eine bedeutende Rpikdt, wurden KCa3.1-negative HEK-
293-Zellen mit einem KCa3.1-Uberexpressionsplasnidnsient transfiziert. Kontroll-
transfizierte Zellen (Mock) reagierten nicht aué diIRAM/TRAIL Behandlung, die mit dem
Uberexpressionsplasmid transfizierten Zellen zeiglmch TRAM-34/TRAIL-Behandlung
eine deutliche Apoptoseinduktion von 27% (Abb. 27C)
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Abbildung 27: Die Rolle von KCa3.1 in der
TRAIL-induzierten Apoptose.
(A) Untersuchung der Apoptoseinduktion nach
Behandlung mit zwei Konzentrationen
Charybdotoxin (CTX) +/- TRAIL. (B) Die
Auswertungen der Zellzyklus-Analysen mit Hilfe
der Histogramme zeigen die Zunahme der Apoptose
(Anstieg der sub-G1 Population, roter Graph) in A-
375 und A-375-TS nach Behandlung mit 200 nM
CTX + TRAIL (offener Graph, rot) im Vergleich zu DBOD-behandelten Kontrollen (graue, gefillte
Graphen). (C) HEK-293-Zellen wurden transient miheen Kontroll- und einem KCa3.1-
Uberexpressionsplasmid transfiziert und Apoptosgitidn wurde nach TRAM-34 +/-TRAIL-
Behandlung gemessen. Die Proteinexpression von KQ#81) wurde 24 h nach Transfektion mit
Hilfe der Western Blot Analyse untersucht. Mittettee und Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Experimenten, jeweils mit Triplikatsimd gezeigt. Statistisch signifikante Werte
sind mit * (p<0,005) gekennzeichnet und bezieheh siuf TRAM /TRAIL-behandelte Zellen im
Vergleich zu TRAIL-behandelten Zellen.

Involvierung von C& in der TRAM-verstarkten TRAIL-induzierten Apoptose

Ca*-abhangige Kaliumkanédle weisen eine starke Verbigduzu Ca'-abhédngigen
Signalwegen auf. Auf der einen Seite wird intradélles C&' benétigt, um den KCa3.1-Kanal
zu oOffnen, auf der anderen Seite sorgt der Ausstreom Kaliumionen zu einer
Hyperpolarisierung des Membranpotentials und erhétdie Triebkraft fir den CGh
Einstrom Uber die Plasmamembran. Die Effekte deANIRB4 Behandlung (80 uM) auf
Veranderungen der &al.evel wurden in einer Zeitkinetik (1-8 h) in A-3Z&llen untersucht.
Die Messung der C&Level erfolgte mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskepiach der Farbung
der Zellen mit dem CGé&Farbstoff Fura-2. Die Behandlung mit TRAM-34 fidhrtu einer
signifikanten Abnahme der intrazelluldren *Ghevel nach 4 und 8 h, was auf eine
Dysregulation der C& Signalwege hindeutet (Abb. 28A).
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Abbildung 28: Die Rolle von C&" in der TRAM-vermittelten Apoptose.

(A) Mit TRAM-34 (80 pM) und DMSO-behandelte A-37%lfen wurden mit dem GaFarbstoff Fura-2-
AM geladen und das Verhéltnis der Fluoreszenz-Harisé510 nm) als Antwort auf eine Anregung mit
340/380 nm ist aufgetragen. Dieses Verhaltnis ist direkter Indikator fir die Konzentration von
intrazellularem, freien G4 Gleiche Zellzahlen wurden analysiert. Das Ergehist ein représentatives
Beispiel aus drei unabhéngigen Experimenten. 8tafiee Signifikanz wurde Uber Asterisks ermittéR)

Die Induktion der Apoptose wurde in A-375 und A-3FS Zellen untersucht, nachdem die Zellen fir 24 h
mit TRAM-34 (80 puM), TRAIL (20 ng/ml) und BAPTA-AM1 uM) behandelt wurden. Die Freisetzung von
LDH als Indikator fur die Zytotoxizitdt wurde inrem parallelen Experiment ermittelt. Trition X-100
behandelte Zellen dienten als Positivkontrollen. ttdliverte und Standardabweichungen von drei
unabhéngigen Experimenten, jeweils mit Triplikatsind gezeigt. Statistisch signifikante Werte sinitl **
(p<0,005) gekennzeichnet und beziehen sich auf dtmfach behandelten Zellen im Vergleich zu
TRAM/TRAIL-behandelten Zellen.

Die Beteiligung der C#-Signalwege in der TRAM-34-vermittelten Sensitivieg wurde in
einem weiteren Experiment mit dem “G&helator BAPTA-AM in A-375 und A-375-TS
Zellen nachgewiesen. Die Behandlung mit 1 uM BAPAM-zeigte keine Veranderungen in
den Apoptoseraten von A-375 und A-375-TS. Die Kamhbbn aus TRAM/TRAIL und
BAPTA-AM zeigte nach 24 h eine Abnahme der Apoptoseden Faktor 1,6 in A-375 und
um den Faktor 2 in A-375-TS (Abb. 28B). Wie die ehsuchung der GhLevel deutete auch
dieses Experiment auf eine Dysregulation in defi-Sanalwegen hin, die eine Rolle bei den
TRAM-34-vermittelten Effekten spielt. Die Freisegurvon LDH zur Bestimmung der
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Zytotoxizitat wurde parallel zu der Apoptosemessuntgrsucht und zeigte keine signifikanten
Verédnderungen (Abb. 28B).

Synergismusstudien zu TRAM-34 und TRAIL

Die Verstarkung der TRAIL-induzierten Apoptose durcflRAM-34 konnte in vier
verschiedenen Melanomzelllinien als klar synergistigezeigt werden. Synergismus-Studien
wurden in A-375, A-375-TS, MeWo und Mel-HO-ZellentHilfe von Dosis-Effekt-Analysen
durchgefuhrt. Dabei wurden konstante Konzentratierigiltnisse zwischen TRAIL (10-40
ng/ml) und TRAM-34 (20-80 pM) eingehalten und diéekte der Kombination und der
Einzelbehandlungen wurden miteinander verglicheuf. diese Weise konnten synergistische
Effekt fur alle drei Kombinationen in A-375 und AS3-TS (Cl-Werte <0,4), fur die zwei
hohen Konzentrationen in Mel-HO und fur die héchstzentration von 40 ng/ml TRAIL
und 80 uM TRAM-34 in MeWo (CI-Wert = 0,33), gezewgerden (Abb. 29).

Abbildung 29: Synergismus-Studien zu TRAM-34 und TRIL.

(A) Die Induktion der Apoptose (Prozentsatz von -&lb Zellen) ist fur vier Melanomzelllinien nach
Behandlung mit TRAM-34 (20-80 puM) und TRAIL (10-4@/ml) gezeigt. Die Substanzen wurden entweder
einzeln oder in Kombinationen mit einem konstankemzentrationsverhdltnis verabreicht. Fir die Dosis
Effekt-Analysen wurden relative Konzentrationen v@iRAM-34 gegen relative Konzentrationen von
TRAIL aufgetragen, wie in den normalisierten Isa@gyammen (Einschiibe) zu sehen ist. Die Hypotenuse
der Isobologramme stellt die Linie des additivefelds dar, Werte die unterhalb dieser Linie liegeften

als synergistisch. Drei unabhangige Experimentgterivergleichbare Ergebnisse.
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Effekte von TRAM-34 auf die TRAIL-Rezeptoren

Die Familie der TRAIL-spezifischen Todesrezeptoramfasst die zwei agonistischen
Todesrezeptoren TRAIL-Rezeptor 1 (TRAIL-R1/DR4) ufdRAIL-Rezeptor 2 (TRAIL-
R2/DR5) sowie die Kdderrezeptoren TRAIL-R3/DcR1 durRRAIL-R4/DcR2. Die Expression
der agonistischen Rezeptoren DR4 und DR5 ist el@anefiir die TRAIL-Sensitivitat.
Charakteristisch fur die A-375-TS Zellen ist eir@minderte Oberflachenexpression von DR4
und DR5 im Vergleich zu den parentalen A-375 Zellgarbanov et al., 2005). Hier konnte
gezeigt werden, dass die Monobehandlung mit TRAdrelts nach 8 h zu einer starken
Verminderung der Oberflachenexpression von beidetie3rezeptoren fihrt. Diese negative
Resonanzschleife hilft, die schnelle EntwicklunghVBRAIL-Resistenzen in Melanomzellen
zu verstehen. Nach Behandlung mit TRAM-34 konntaeesignifikante Zunahme der
Todesrezeptoren DR4 und DR5 nachgewiesen werderDRE, der grundsatzlich von allen
Melanomzelllinien exprimiert wird, konnte eine Zimmae auf der Ebene der Gesamtproteine
(Western Blot) und der Oberflachenexpression (Dilushzytometrie) gezeigt werden (Abb.
30A-B). Vergleichbare Ergebnisse wurden fur DR4 A#875 und A-375-TS, erzielt (Abb.
30C-D). In Zellen, die keine DR4 Expression zeigtete z.B. Mel-HO und MeWo) konnte
nach TRAM-34 Behandlung keine Zunahme der [ERpression gezeigt werden.

Abbildung 30: Effekte von TRAM-34 auf die TRAIL-Rezeptoren.

(A, B) Die Expression von DR5 ist in finf Melanorizéen (C, D) und die Expression von DR4 ist in A-

375 und A-375-TS-Zellen nach Behandlung mit 40 pMRAM-34 gezeigt. Als Kontrolle dienten die

DMSO-behandelten Zellen. Die Proteinexpression wurdit Hilfe der Western Blot Analyse, die

Oberflachenexpression der TRAIL-Rezeptoren mit editfer Durchflusszytometrie bestimmt. (A, C) Drei
unabhéngige Experimente, die jeweils mit Dreifactere durchgefuhrt wurden, zeigten vergleichbare
Ergebnisse.
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Fur die Decoy-Rezeptoren DcR1 und DcR2 konnte, iegeghsatz zu den Positivkontrollen
HelLa und SWA480, generell keine basale Oberflachmession in A-375, SK-Mel-28, Mel-
HO und SK-Mel-13 gezeigt werden. Nur in MeWo konatee geringe Basalexpression von
DcR2 nachgewiesen werden. Die Behandlung mit TRAMBeb jedoch ohne Effekt auf die
Kdderrezeptorexpression in Melanomzellen (Abb. 31A)n die spezifische Beteiligung der
agonistischen Todesrezeptoren DR4 und DR5 auf Ri&M-34/TRAIL-induzierte Apoptose
gezielt zu untersuchen, wurden selektive antageoist Antikdrper verwendet. In den DR4-
positiven Zellen (z.B. A-375) wurde die Apoptosaatggsweise von dem DR4-Antagonisten
blockiert (von 38% auf 12%), in den DR4-negativeall@h (z.B. Mel-HO) wurde die
Apoptose um 70% durch den DR5-Antagonisten vermin@lbb. 31B). Diese Experimente
haben deutlich gezeigt, dass TRAM-34 die TRAIL-im@éute Apoptose uber den Signalweg
der Todesrezeptorarerstarkt.

Abbildung 31: Der Effekt von TRAM-34 auf die Expression der TRAIL-Rezeptoren.

(A) Expression von DcR1 und DcR2 wurde mit Hilfer deurchflusszytometrie nach Behandlung mit
TRAM-34 in funf verschiedenen Melanomzelllinien teent. HeLa und SW480-Zellen dienten als

Positivkontrollen fir DcR1 und DcR2. IgGl-gefarbiellen dienten als Negativkontrollen. Zwei

unabhéngige Experimente, jeweils mit Dreifachweriigten in hohem Mal3e vergleichbare Ergebnig&e. (

Nach Behandlung mit TRAM +/- TRAIL und der Blockigrg von DR4 und/oder DR5 mit antagonistischen
Antikdrpern wurde die Apoptose in A-375 und Mel-H@stimmt. Mittelwerte und Standardabweichungen
von zwei unabhangigen Experimenten, die jeweils Mmiplikaten durchgefiihrt wurden, sind gezeigt.

Statistisch signifikante Werte sind mit * (p<0,00§8kennzeichnet und beziehen sich auf TRAM/TRAIL-
behandelte Zellen im Vergleich zu TRAIL-behandelfetien.
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Aktivierung der Caspasen

Um zu entschlisseln, auf welche Art und Weise TR24/in der Lage ist Melanomzellen fur
die TRAIL-induzierte Apoptose zu sensitivieren, deidie Aktivierung der Initiatorcaspasen-
8 und -9 und der Effektorcaspase-3 mittels Westetsinalyse untersucht. In den sensitiven
A-375 Zellen fuhrt die Behandlung mit TRAIL alleize: einer signifikanten Aktivierung der
Caspasenkaskade, zu sehen an den auftretendepr&gaten der Caspase-8 (18, 41, 43
kDa), der Caspase-9 (35, 37 kDa) und der Caspd4&;317, 20 kDa). Erstaunlicherweise
wurde die Aktivierung der Caspasen-8 und -3 durehkbmbinationsbehandlung nicht wie
erwartet weiter verstarkt, die Caspase-9 jedocbrs¢Abb. 32A). In den TRAIL-selektierten
A-375-TS fuhrte die Behandlung mit TRAIL ebenfails einer deutlichen Aktivierung der
Caspase-8, aber nur zu einer unvollstdndigen Aktivig der Caspase-3, zu sehen an dem 20
kDa Spaltprodukt. Wie fur die parentalen Zellergeen die A-375-TS ebenso keine verstéarkte
Aktivierung der Caspase-8 nach Kombinationsbeharyjludie Caspasen-9 und -3 waren
jedoch verstérkt aktiviert. Die komplette Prozessig und damit vollstandige Aktivierung der
Caspase-3 wurde uberdies von der Spaltung des Jduistsates PARP begleitet (Abb. 32A).

Abbildung 32: Caspasen-Aktivierung nach Behandlungnit TRAM-34 und TRAIL.

(A) Die Prozessierung der Caspasen-8, -9 und -8evir A-375 und A-375-TS Zellen nach Behandlung mit
TRAM-34 (40 pM) und TRAIL mit Hilfe der Western BioAnalyse untersucht. Zwei unabhéngige
Experimente zeigten vergleichbare Ergebnisse. (&)gEstellt ist die Induktion der Apoptose (prozeieu
Anteil der sub-G1 Zellen) in A-375 und A-375-TS.eDiellen wurden fir 1 h mit dem Pan-Caspaseintibito
Q-VD-OPh (10 uM) vorinkubiert und anschlie@end mMiRAM-34 +/- TRAIL behandelt. (C) Die
Zellproliferation wurde parallel zur Apoptose mitlfld des WST-1 Assays bestimmt. (B, C) Mittelwette
SDs von zwei unabhangigen Experimenten, in denemilg Triplikate gemessen wurden, sind gezeigt.
Statistisch signifikante Werte der blockierten Afge und der wieder hergestellten Zellproliferatitumch
Q-VD-OPh sind mit * (p<0,005) gekennzeichnet.
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Um die besondere Rolle der Caspasen in der TRAMRAIL-induzierten Apptose zu
unterstreichen, wurde der Pancaspaseinhibitor QQHD+ eingesetzt, der irreversibel an
die katalytische Doméne der Caspasen bindet. Dibafandlung der Zellen fir 1 h mit
10 puM Q-VD-OPh blockierte nahezu volistandig die ANR34/TRAIL-induzierte
Apoptose und verbesserte das Zelliberleben erlhef#lich. 32B-C).

Aktivierung des mitochondrialen Signalweges

Die Beteiligung des mitochondrialen
Apoptosesignalweges wurde mit Hilfe eines
mitochondrialen Membranpotential (m)-
abhéangigen Farbstoffes untersucht.
Interessanterweise zeigten A-375 Zellen
nach Behandlung mit TRAIL einen Verlust
von m nach 24 h (22%) mit steigender
Tendenz nach 48 h (40%). Die Kombination
von TRAM-34 und TRAIL fuhrte zu einem
massiven Verlust des m von 56% nach 24

h und sogar 90% nach 48 h.
Interessanterweise fuhrte TRAM-34
Monobehandlung nicht zu einem Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials sondern
zu einer Hyperpolarisation sowohl in A-375
und A-375-TS Zellen zu 4, 24 und 48 h
(Abb. 33A).

Abbildung 33: Aktivierung des mitochondrialen Signdwegs.

(A, B) Messung des mitochondrialen Membranpotestial m) in A-375, A-375-TS (A) und Mock- und
KCa3.1 (IK1l)-transfizierten HEK-293-Zellen 24 h ud® h nach Behandlung mit 40 uM TRAM-34 +/-
TRAIL. Behandelte Zellen (offene Graphen) wurdenn BIMSO-behandelten Zellen (graue, geschlossene
Graphen) verglichen. Drei unabhéngige Experimeetgten vergleichbare Ergebnisse.

Die Ergebnisse sprechen fir einen direkten Effekt VRAM-34 auf die Mitochondrien. In
den TRAIL-selektierten Zellen konnte nach TRAIL-Beldlung kein Verlust von m
detektiert werden. Unter Kombinationsbedingungent Is&ch die durch TRAM-34
hervorgerufene Hyperpolarisation nach 24 h aufidemtrollpeak zurtick verschoben, nach 48

h war sogar eine klare Abnahme des mitochondridembranpotentials zu sehen. Um zu
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klaren welche Bedeutung bzw. welchen Anteil Kaliaméile am mitochondrialen
Membranpotential haben, wurden HEK-293 Zellen miteen Mock-Plasmid oder dem
KCa3.1-Plasmid transient transfiziert. WahrendMaxk-transfizierten Zellen nach TRAM-34
Behandlung keine Zunahme (Hyperpolarisation) desochondrialen Membranpotentials
zeigten, konnte dieser Effekt deutlich in den KQatBansfizierten HEK-293 Zellen
nachgewiesen werden. Unter Einfluss von TRAM-34 TRAIL nahm die Hyperpolarisation
ab und verschob sich auf die basalen Level zurdb(33B). Damit konnte ein deutlicher
Beweis erbracht werden, dass die TRAM-34-vermételunahme des m eindeutig von

KCa3.1 abhangig ist.

Abhéngigkeit der TRAM-34-vermittelten Sensitiviegumon Bcl-2 Proteinen

Obwohl die Expressionsmuster der pro- und antiagigehen Proteine keinerlei Modulation
aufwiesen (Abb. 34), konnte eine klare Abhangigkeit Bax und Bcl-2 aufgezeigt werden.

Abbildung 34: Expression der Bcl-2 Proteine in Abhagigkeit von TRAM/TRAIL.

Die Expression der Bcl-2 Proteine wurde mit Hilfer dVestern Blot Analyse in A-375 und A-375-TS
untersucht.Weder die Behandlung mit 20 ng/ml TRAIQ,uM TRAM-34 oder der Kombinationen flhrte zu
einer veranderten Expression der Bcl-2 ProteineeiZwoneinander unabhéngige Experimente wurden
durchgefuhrt und zeigten vergleichbare Ergebnisse.

Die entscheidende Rolle des mitochondrialen Sigegbmvurde durch weitere Experimente
zur Bax- und Bcl-2-Abhéngigkeit untermauert. Um dBax-Abangigkeit der TRAM-
34/TRAIL-induzierten Apoptose im Zusammenhang neiindntrinsischen Apoptosesignalweg
untersuchen zu kénnen, wurden HCT-116 Kolonkarzireilen (Bax/Bak’) und Subzelllinien
mit einem Bax-Knockout (BasBak'), einem Bak-Knockdown (Bd#Bax) oder einem

Doppelknockdown
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(Bax/Bak) eingesetzt (Abb. 35; eingefligte Abbildung). Diemkbination aus TRAM-34
und TRAIL zeigte in den HCT-116 Wildtypzellen eisiarke Apoptoseinduktion von 50%,
die vergleichbar stark auch in den Bak-defizienfatlen zu sehen war. Wahrend der
Einzelknockout fur Bax zu einer deutlichen Reduktiter Apoptose fuhrte, konnten die
doppelt-defizienten Zellen die Apoptoseinduktionratu TRAM-34/TRAIL vollstandig
blockieren (Abb. 35).

Abbildung 35: Abhéangigkeit der TRAM/TRAIL-induziert en Apoptose von Bax.

Die durch die Kombination von TRAM-34 und TRAIL indierte Apoptose wurde in parentalen HCT-116
(Bax+, Bak+)-Zellen und in den Subklonen mit ein&mockdown fiir Bax und/oder Bak mit Hilfe der
Durchflusszytometrie gemessen. Der Knockdown vomx Bad Bak wurde mit Hilfe der Western Blot
Analyse uUberprift. Zwei voneinander unabhangige efirgente zeigten vergleichbare Ergebnisse und
statistisch signifikante Werte sind mit * ( p<0,00fekennzeichnet und beziehen sich auf TRAM/TRAIL-
behandelte Zellen des Bax Knockdown und des dogp&hockdowns im Vergleich zu den TRAM/TRAIL-
behandelten Zellen im Wildtyp.

Parallel zu den Bax-Experimenten, wurden mit ein8al-2-Expressionsplasmid stabil
transfizierte A-375 Zellen (A-375-Bcl-2) eingesetatn die Rolle von Bcl-2 in der TRAM-
34/TRAIL vermittelten Apoptose zu untersuchen. Daihvin den Mock-transfizierten Zellen
(A-375-Mock) tuber 40% apoptotische Zellen nach TRARAIL Behandlung zu detektieren
waren, waren die Bcl-2-transfizierten Zellen kontiptgegen den proapoptotischen Effekt der
Kombinationsbehandlung geschutzt (Abb. 36A). Ebemgodie Apoptose, konnten auch die
durch TRAM-34 verursachte Hyperpolarisation und dégrlust des m durch die
Kombinationsbehandlung vollstandig durch die BdM2erexpression blockiert werden (Abb.
36B).
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Abbildung 36: Uberexpression von Bcl-2 blockiert d@ TRAM/TRAIL-induzierte Apoptose.

(A) Apoptoseinduktion nach TRAM/TRAIL-Behandlung wie in A-375 Zellen stabil mit Bcl-2 transfiziert
(A-375-Bcl-2) und in Kontroll-transfizierten Zellg@-375-Mock) untersucht. Die Uberexpression vorr-Bc
wurde mit Hilfe der Western Blot Analyse nachgewies (B) Dargestellt ist die Messung des
mitochondrialen Membranpotentials (m) 24 h und 48 h nach TRAM-34 +/- TRAIL in Kontroll
transfizierten und Bcl-2-transfizierten A-375-Zelle Die Messung wurde im Durchflusszytometer
durchgefinhrt.

Freisetzung von proapoptotischen mitochondrialéddfan

Die direkten Effekte von TRAM-34 auf die Mitochomeln konnten mit dem Auftreten von
KCa3.1(IK1)-Kaliumkanalen in der mitochondrialen iieran erklart werden. In der Tat
konnte eine signifikante KCa3.1-Expression in datoamondrialen Extrakten nachgewiesen
werden, die sich auch durch verschiedene Behanellunight verandern liess (Abb. 37A). Im
Zusammenhang mit der gezeigten Bax-Abhéngigkeitle/@ine mitochondriale Translokation
von Bax untersucht. Sowohl in A-375 als auch A-3%-Zellen konnte nach TRAM-34
Monobehandlung und nach Kombinationsbehandlung eex-Translokation an die
Mitochondrien schon nach 4 h gezeigt werden. Da4zin noch keinerlei Apoptose
nachzuweisen war, deutete diese Translokation aonéne initialen Schritt in der
TRAM/TRAIL-induzierten Apoptose hin (Abb. 37B). Vorbesonderem Interesse, im
Zusammenhang mit der Aktivierung des intrinsiscBegnalweges, war die starke Freisetzung
von proapoptotischen mitochondrialen Faktoren wygo€hrom C, AIF und SMAC. Ahnlich
wie die Translokation, konnte auch die Freisetzumig Cytochrom C, AIF und SMAC schon
zu 4 h nach Kombinationsbehandlung gezeigt werd&iob.( 37C). Eine vergleichbare
Intensitat der Westernblot Analyse konnte nach 2drbA-375, A-375-TS und A-375-Mock
Zellen gezeigt werden, wohingegen die Bcl-2-Uberesgion die Freisetzung von Cytochrom
C, AIF und SMAC vollstandig blockiert hat (Abb. 3y.C
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Abbildung 37: Freisetzung von proapoptotischen Faldren aus den Mitochondrien.

(A) Mitochondriale Extrakte von A-375 wurden auédixpression von KCa3.1 (IK1) mit Hilfe der Western
Blot Analyse untersucht. Behandelt wurden die Leysait 40 uM TRAM +/- 20 ng/ml TRAIL fir 24 h.
Vergleichbare Mengen der mitochondrialen Extraki® (1) wurden aufgetragen und mittels Prohibitin
Uberprift. Ein zytosolischer Extrakt (Cyto) und @mslysate von Kontroll- und KCa3.1-transfizierte ikt
293-Zellen dienten als Kontrolle. (B, C) Mitochorade (Mito) und zytosolische Extrakte (Cyto) von3&5
und A-375-TS wurden fur 4 h mit 40 uM TRAM-34 +/RAIL behandelt und mit Hilfe der Western Blot
Analyse untersucht. GleichmaRige Beladung wurdéeetsitdes mitochondrialen Proteins VDAC und des
zytosolischen Proteins GAPDH untersucht. Die Inkigimader zytosolischen Extrakte mit VDAC sollte die
Kontamination mit mitochondrialen Proteinen auseidn.

Eine weiterfUhrende Bestatigung des Vorhandensems KCa3.1-Kandlen in der
mitochondrialen Membran sollte mit Hilfe von Immuépipitationsanalysen untersucht
werden. Hierfur wurde in A-375 und A-375-TS Zelleach Interaktionen von KCa3.1 und
Bax gesucht. A-375 und A-375-TS Zellen wurden tramsmit einem Myc-getaggten Bax-
Expressionsplasmid tranfiziert. Die daraufhin GlBpramierten Myc-getaggten Proteine
wurden anschlieRend mittels anti-Myc-Microbeads imprazipitiert. Die Uberexpression von
Bax wurde in der (S)-Fraktion (engl.: supernatad@monstriert und die effiziente
Immunprazipitation mittels Bax-spezifischem Antigér mit der Pelletfraktion (P) kontrolliert
(Abb. 38). Leider konnte dabei keine eindeutigeedaktion zwischen Bax und KCa3.1
festgestellt werden, wie an den schwachen BandeReal&etfraktionen (Pzu sehen war (rote
Kéastchen). Erstaunlicherweise konnte aber eindneiébnahme von Bcl-2 nach TRAM-34
Behandlung gezeigt werden. Mdglicherweise konntéANWR34 die Bindung von Bcl-2 und
Bax, in einer noch ungeklarten Art und Weise, biessen. Als Kontrolle fur die
Funktionalitdt des Versuches sowie die Interaktioder Bcl-2-Proteine konnte die bereits
bekannte Bindung von Myc-getaggtem Bax an Bcl-2 endogenem Bax gezeigt werden
(Abb. 38).
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Abbildung 38: Nachweis der Bindung von KCa3.1 an Ba

A-375 und A-375-TS Zellen wurden mit Myc-getaggt@ax transient transfiziert. Das Uberexprimierte
Myc-getaggte Bax wurde mit Hilfe der anti-myc-Mikm@rlen immunprazipitiert und die Immunprazipitation
mit Hilfe der Western Blot Analyse untersucht. Ditock-Kontrollen wurden mit einem pcDNA3-Plasmid
transfiziert. Myc-getaggte Proteine laufen mit emnehdheren Molekulargewicht, als die endogen
exprimierten Proteine. Der Uberstand, der nichtd# Saule bindet (S = Supernatant), wurde mit der
immunprazipitierten Pelletfraktion (P) verglichdbas Experiment wurde zweimal wiederholt, lieferbera
keine eindeutigeren Ergebnisse.

Verbindung des extrinsischen und intrinsischen Apsgweges lUber Bid

Es ist bekannt, dass der extrinsische und intghsis Apoptosesignalweg durch das
proapoptotische Bcl-2 Protein Bid miteinander vewden sind. Bid wird durch Caspase-8
gespalten (zu tBid, engltruncatedBid) und damit aktiviert. Im Folgenden wurde die Rolle
von Bid in der TRAM/TRAIL-induzierten Apoptose unseicht. Die Behandlung von A-375

und A-375-TS Zellen mit anti-Bid siRNS zeigte eoheutlich verminderte Apoptoseinduktion
(etwa 15%) nach Kombinationsbehandlung im Vergleiglden Kontroll-transfizierten Zellen

(Mock; um die 35%) (Abb. 39).
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Abbildung 39: Direkte Verbindung des extrinsischerund intrinsischen Apoptosesignalweges tber Bid.

Die Sensitivitdt von A-375 und A-375-TS Zellen filie TRAM/TRAIL-induzierte Apoptose ist hier nach
dem siRNS-vermittelten Bid Knockdown gezeigt. Diesprechenden Kontrollen (Mock; Kontroll-siRNS)
sind zum Vergleich gezeigt. Die Apoptose (Prozdmtsaon sub-G1-Zellen) und die Zytotoxizitat
(Freisetzung von LDH in Prozent) wurden 24 h naehdhdlung gemessen. Zwei unabhéangige Experimente,
jeweils mit Dreifachwerten gemacht, zeigten vexdibare Ergebnisse. Statistisch signifikante Weirtd s
mit * (p<0,005) gekennzeichnet und beziehen siclhi BRAM/TRAIL-behandelte Zellen nach Bid
Knockdown im Vergleich zu den Kontroll-siRNS tramsrten Zellen. Die Herunterregulation von Bid
durch siRNS wurde mit Hilfe der Western Blot Anayantersucht.

Die mal3gebliche Rolle des SMAC-IAP Gleichgewichtes

Wie die Untersuchung der Caspasen in Abbildunged2igt hat, scheint die nicht vollstandige
Prozessierung der Caspase-3 ein limitierender t8¢hrder TRAIL-induzierten Apoptose zu
sein. Dies gab Anlal3 zu der Vermutung, dass diesajischen IAPs (ClAP, englcytosolic
inhibitor of apoptosisproteins), die Inhibitoren der Apoptose, eine zdatRolle spielen. Eine
Reihe von Melanomzelllinien zeigte eine signifikanExpression von verschiedenen
zytosolischen IAPs wie Survivin, XIAP und clAP2 waeich des clAP Antagonisten SMAC
(Abb. 40A). Um die Rolle von XIAP in der TRAM/TRAHNduzierten Apoptose zu
untersuchen, wurden A-375 und A-375-TS Zellen iems mit einem XIAP-
Uberexpressionsplasmid transfiziddie Uberexpression von XIAP fiihrte zu einer 60- s
prozentigen Abnahme der TRAM/TRAIL-induzierten Apage im Vergleich zu den Mock-
transfizierten Zellen. Dies kennzeichnete XIAP @dgenten Inhibitor der TRAM-vermittelten
TRAIL-induzierten Apoptose (Abb. 40B).
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Abbildung 40: Bedeutung der IAPs fir die verstarkte TRAIL-induzierte Apoptose durch TRAM-34.

(A) Proteinlysate von finf Melanomzelllinien wurdenit Hilfe der Western Blot Analyse auf die Expriess
verschiedener 1APs (Survivin, XIAP, clAP-2) und degirlichen IAP-Antagonisten SMAC untersucht. (B)
A-375 und A-375-TS Zellen wurden mit einem XIAP-Wgpressionsplasmid und einem Kontrollplasmid
transient transfiziert und die Apoptoseinduktionclnal RAM/TRAIL-Behandlung wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie analysiert. Apoptose (Prozsmtvon sub-G1-Zellen) und die Freisetzung von LDH
(Zytotoxizitats-Indikator, angegeben in %) sind ma&% h Behandlung gezeigt. Die Uberexpression von
XIAP wurde mit Hilfe der Western Blot Analyse Ubsgifi. Zwei unabhéngige Experimente, die jeweils mit
Dreifachwerten gemacht wurden, zeigten vergleiohlizngebnisse. Statistisch signifikante Werte sitiid*m
(p<0,005) gekennzeichnet und beziehen sich auf TRAMIL-behandelte Zellen nach XIAP
Uberexpression im Vergleich zu den Kontroll-tranigfiten Zellen (Mock).

Da SMAC als wichtiger IAP Inhibitor bekannt ist uadf Grund der starken Freisetzung von
SMAC aus den Mitochondrien (in Abb. 37 gezeigt) desin einem finalen Experiment eine
SiRNS gegen SMAC in A-375 und A-375-TS Zellen eseget. Wie in Abbildung 41 zu sehen
ist, konnte die anti-SMAC siRNS die A-375-TS-Zelleallstdndig vor der TRAM/TRAIL-
induzierten Apoptose schitzen. Die parentalen A-Z3lten zeigten nach SMAC Knockdown
eine stark beeintrachtigte Apoptose, die sich aag dliveau der von TRAIL induzierten
Apoptose driicken liel3. Dieses Experiment belegteedischeidende Rolle von SMAC in der
Fragestellung der Uberwindung von induzierten TRRisistenzen in Melanomzelllinien.
Zytotoxizitat spielte in keinem der ausschlaggeleenBxperimente eine entscheidende Rolle,

wie in Abbildung 41 zu sehen ist.
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A-375 A-375-TS

Abbildung 41: Die entscheidende Rolle von SMAC.

In A-375 und A-375-TS Zellen wurde die Rolle von 881 auf die TRAM-verstarkte TRAIL-induzierte
Apoptose untersucht. Die Zellen wurden mit einer A&AMSIRNS und einer Kontroll-siRNS transient
transfiziert und die Apoptoseinduktion nach TRAMAIR-Behandlung wurde mit Hilfe der
Durchflusszytometrie analysiert. Apoptose (Prozsmtvon sub-G1-Zellen) und die Freisetzung von LDH
(Zytotoxizitats-Indikator, angegeben in %) sind m& h Behandlung gezeigt. Der Knockdown von SMAC
wurde mit Hilfe der Western Blot Analyse Uberpriffwei unabhéangige Experimente, jeweils mit
Dreifachwerten gemacht, zeigten vergleichbare Hrigsk. Statistisch signifikante Werte sind mit *
(p<0,005) gekennzeichnet und beziehen sich auf TRAMIL-behandelte Zellen nach SMAC Knockdown
im Vergleich zu den Kontroll-siRNS transfizierterlen.

Die Verstarkung der TRAIL-induzierten Apoptose duitRAM-34 beruhte zu einem grol3en
Teil auf der Freisetzung von SMAC. Das Gleichgewinkischen freigesetztem SMAC und
antiapoptotischen clAPs scheint ein essenziellenriScin der Regulation der TRAIL-

Sensitivierung in Melanomzellen zu sein.
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Strategie Il - Sensitivierung durch den PI3K-InkobiWortmannin

Wortmannin verstarkt die TRAIL-induzierte Apoptose

Um mogliche weitere Strategien zur Uberwindung TRAIL-Resistenz in Melanomzelllinine
zu Uuberprifen, wurde der PI3K-Inhibitor Wortmannimtersucht. Kombinationen von
Wortmannin und TRAIL wurden in TRAIL-sensitiven Mglomzelllinine (A-375, Mel-HO),
in Zellen mit einer selektiven TRAIL-Resistenz (A8BTS, Mel-HO-TS) und in permanent
TRAIL-resistenten Zelllinien (MeWo und Mel-2a) urgacht. Die Behandlung mit
Wortmannin fuhrte in A-375 und A-375-TS zu einerrdbme der Phosphorylierung von Akt
an Serin-473 und Threonin-308 innerhalb von 15 MénuDas Level von Akt hingegen blieb
unbeeinflusst. Der Effekt der blockierten Akt-Phiosgylierung erwies sich als reversibel, da
nach 4 h wieder eine Phosphorylierung an beidersptustellen zu sehen war (Abb. 42A).
Apoptotische Zellen wurden mit Hilfe der Zellzykhralyse untersucht (sub-G1-Zellen; Zellen
mit fragmentierter DNS; Abb. 42B). Die Einzelbehlmd) mit Wortmannin fuhrt nicht zu
einer Apoptoseinduktion nach 24 h und die Monobdharg mit TRAIL zeigte nur eine
moderate Apoptoseinduktion von 4 bis 10% in Mel-t@l A-375. Nach Behandlung mit der
Kombination aus Wortmannin und TRAIL konnte einauttiehe Verstarkung der Apoptose
nachgewiesen werden. Die sensitiven Zelllinien (ME&l, A-375) reagierten mit einer
Apoptoseinduktion von 18-28%, die TRAIL-selektiertgellen (Mel-HO-TS, A-375-TS) mit
einer Apoptoseinduktion von 12-20% (Abb. 42B). Nlie permanent resistenten Zelllinien
MeWo und Mel-2a konnten nicht durch Wortmannin flie TRAIL-induzierte Apoptose
sensitiviert werden. Zu diesem Zeitpunkt (24 h)ekpi die Zytotoxizitat (Messung des
freigesetzten LDH), wie in Abbildung 42B gezeigeike Rolle. Die Induktion der Apoptose
fuhrte zu einem signifikanten Verlust der Zellpfetation. In Echtzeit-Zellanalysen mit dem
XCELLigence System der Firma Roche konnte in A-3irldl A-375-TS Zellen nach der
Behandlung mit 4 pM Wortmannin und 20 ng/ml TRAILn edeutlicher Verlust der
Zellproliferation (rote Kurven) aufgezeigt werdekbp. 42C).
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Abbildung 42: Sensitivierung fir die TRAIL-induzier te Apoptose mit Wortmannin.

(A) Zeitabhangige Veranderungen der Phosphoryl@mon Akt an den Phosphorylierungsstellen Serin-473
und Threonin-308 nach Behandlung mit 4 uM Wortmanmie Phosphorylierung wurde mit Hilfe der
Western Blot Analyse in A-375 und A-375-TS Zellentarsucht. Expression von Akt total diente als
Kontrolle. Eine gleichméaRige Beladung der SDS-Grie30 ug Protein wurde mittels GAPDH Uberpriift.
(B) In Zellzyklusanalysen wurde die Apoptoseindakti (Prozentsatz von sub-G1-Zellen) in vier
Melanomzelllinien (A-375, A-375-TS, Mel-HO, Mel-HDS) nach Behandlung mit Wortmannin (4, 8 pM)
+/- TRAIL untersucht. Parallel dazu wurde die Zgtaritat mit einem Assay zur Bestimmung der
freigesetzten LDH-Menge bestimmt. Mittelwerte + Siden drei unabhéngigen Experimenten, in denen
jeweils Triplikate gemessen wurden, sind gezeigatiS€isch signifikante Werte sind mit * (p<0,005)
gekennzeichnet und beziehen sich auf den VergleohNortmannin/TRAIL behandelten Zellen zu TRAIL-
behandelten Zellen. Die Einschibe in den Diagrammeigen Histogramm-Beispiele fur Zellen, die mit
Wortmannin +/- TRAIL (offene Graphen, rot) behandelurden im Vergleich zu DMSO-behandelten
Kontrollen (graue Graphen). Sub-G1 Populations siitdsG1 gekennzeichnet. (C) Echtzeit-Zellanalyse v
A-375 und A-375-TS Zellen behandelt mit Wortmannir TRAIL. Als Kontrolle wurden DMSO-
behandelte Zellen verwendet (schwarze Linie). Da#fiddizes wurden auf den Zeitpunkt der Behandl(mg

24 h) normalisiert.

Keine Caspasenaktivierung durch Wortmannin/TRAIL

Um den Signalweg der Wortmannin/TRAIL-induziertenpoptose in Melanomzellen
aufzuklaren, wurde die Aktivierung der Caspasenkidde mit Hilfe der Western Blot Analyse
untersucht. Trotz der limitierten Apoptoseinduktiom A-375 und der fehlenden
Apoptoseinduktion in A-375-TS nach TRAIL-Behandlumgr die Initiatorcaspase-8 aktiviert,
wie das Auftreten der typischen Spaltprodukte vasgase-8 (43, 41 und 18 kDa) beweist.
Die Prozessierung der Effektorcaspase-3 scheirteiden Zelllinien nach Behandlung mit
TRAIL gehemmt zu sein, da nur das intermediéare tgpadukt von 20 kDa zu detektieren war
(jeweils Spur 2; Abb. 43). Die Caspase-9, derenividtung innerhalb des intrinsischen
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Apoptosesignalweges vollzogen wird, war hingegekeamer der beiden Zelllinien aktiviert.
Paradoxer Weise konnte trotz einer verstarkten Agsapin A-375 und A-375-TS Zellen keine
verstarkte Caspasen-Prozessierung durch die Komdmshehandlung von Wortmannin und
TRAIL nachgewiesen werden (Abb. 43, jeweils Spur. #ir den Signalweg der
Wortmannin/TRAIL-induzierten Apoptose wurde somih élechanismus angenommen, der

die Apoptose unabhangig von der Aktivierung derpaasnkaskade steuert.

Abbildung 43: Keine Aktivierung der Caspasenkaskadalurch Wortmannin/TRAIL.

Die Prozessierung der Caspasen-8,-9 und -3 wurtleliifé der Western Blot Analyse in A-375 und A-375
TS-Zellen untersucht. Die Zellen wurden mit 4 pM Mrtannin +/- 20 ng/ml TRAIL fur 8 h behandelt. Zwei
unabhéngige Experimente zeigten vergleichbare Biged.

Wortmannin-Behandlung fiihrt zur Produktion von ROS

Fur Melanomzelllinien konnte schon friher eine Gagm-unabhangige Apoptose gezeigt
werden, die sich durch ein erhohtes Level von reekt Sauerstoffradikalen (ROS)
auszeichnete (Franke et al., 2010). Tatsachlichnteonin A-375 und A-375-TS Zellen
signifikant erhdhte ROS-Level schon 1 h nach Behamgdmit Wortmannin oder Wortmannin
und TRAIL gezeigt werden. In einer zeitkinetisch®malyse konnte bis zu 8 h ein weiterer
Anstieg der ROS-Level verzeichnet werden (Abb. 44Bie TRAIL-Behandlung hingegen
zeigte keinen Effekt auf die Produktion von readtivSauerstoffradikalen (Abb. 44A, Spalte 1
und 3). Das ROS eine wichtige Rolle in der WortmafirRAIL-induzierten Apoptose spielen
konnte, wurde durch die Verwendung voflocopherol (Vitamin E) verdeutlicht. Bei-
Tocopherol handelt es sich um einen Radikalfanggn Antioxidant, welches die
Sauerstoffradikale bindet und neutralisiert. Vodosdlung von A-375 und A-375-TS-Zellen
fur 1 h mit -Tocopherol blockierte die ROS-Produktion durch Yh@mnin vollstandig (Abb.
44A, Spalte 4 und 5).
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Abbildung 44: Erhdhte Produktion von ROS durch Behandlung mit Wortmannin.
(A) A-375 und A-375-TS Zellen wurden fur 1, 2, 4duB h mit 20 ng/ml TRAIL +/- 4 uM Wortmannin
und/oder mit 200 puM -Tocopherol fir 1 h vorbehandelt. Die Zellen wurdarschlielend mit FDCFDA
geférbt und durchflusszytometrisch analysiert. Beledte Zellen (offene Graphen) wurden mit DMSO-
behandelten Kontrollen (graue, gefillte Grapherghehen. Eine hdhere Fluoreszenz (Shift nach scht
korrespondierte mit erhéhten ROS-Leveln. (B) Zeigt Apoptoseinduktion, gemessen als Prozenzsatz der
sub-G1-Zellen, in A-375 und A-375-TS-Zellen nachhBedlung mit TRAIL/Wortmannin und/oder nach
Vorbehandlung mit -Tocopherol (200 uM, 1 h Vorbehandlung). Die Zekleganalyse wurde mit Hilfe des
Durchflusszytometers durchgefuhrt. Mittelwerte + sSBon drei unabhangigen Experimenten, in denen
jeweils Triplikate gemessen wurden, sind gezeidatiSisch signifikante Werte sind mit * (p<0,005)
gekennzeichnet und beziehen sich auf den Verglachdreifach behandelten Zellen (Wortmannin/TRAIL/
-Tocopherol) zu den Wortmannin/TRAIL-behandeltetiefe (A, B) Drei unabhéangige Experimente, jedes
Experiment mit Triplikaten durchgefiihrt, zeigtemgleichbare Ergebnisse.

Die Vorinkubation mit -Tocopherol war ebenfalls in der Lage, die durch
Wortmannin/TRAIL-induzierte Apoptose in beiden Zieien um etwa 50% zu verringern. In

A-375 Zellen reduzierte die Vorinkubation mHTocopherol die Apoptose von knapp 24% auf
etwa 12%. In A-375-TS Zellen war der Effekt etwasmiger ausgepragt, hier konnte die
Apoptose durch die Vorbehandlung miTocopherol von 18% auf 10% gedriickt werden
(Abb. 44B).
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Aktivierung des mitochondrialen proapoptotischegn@iweges

Parallel zu der Produktion von ROS konnte in ermtkinetischen Analyse die Aktivierung
des proapopototischen, mitochondrialen Signalwegzeigt werden. Die Behandlung mit 4
MM Wortmannin fiihrte zu einem Verlust des mitochwaddn Membranpotentials ( m) in A-
375 und A-375-TS. Dieser Verlust von m konnte schon zu sehr frihen Zeitpunkten
detektiert werden (nach 1 h Behandlung) und nahtndar Zeit (bis zu 8 h) noch weiter zu
(Abb. 45A, Spalte 2). Der durch die Behandlung Widrtmannin hervorgerufene Verlust von
m konnte durch Vorinkubation mit-Tocopherol (1 h, 200 puM) vollstandig blockiert
werden (Abb. 45A, Spalte 4). Dies fuhrte zu der &mme, dass es eine enge Verbindung
zwischen ROS und dem mitochondrialen Apoptosesigegiibt.
Neben dem  Verlust des mitochondrialen  Membranpmtisnt filhrte — die
Kombinationsbehandlung aus Wortmannin und TRAIL md& h zu einer signifikanten
Freisetzung von proapoptotischen Faktoren (CytoohrG, SMAC und AIF) aus den
Mitochondrien. Sowohl in A-375 als auch in A-375-T&llen konnte eine vermehrte
Freisetzung von Cytochrom C und SMAC nach nur 2eha@hdlung gezeigt werden (Abb.
45B, Blot 1,2 und 5,6).

Abbildung 45: Aktivierung des proapoptotischen mitachondrialen Signalweges.
Die nédhere Erlauterung zu dieser Abbildung befirsigh in der Abbildungslegende am Ende der Abbitdun
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Abbildung 45: Aktivierung des proapoptotischen mitachondrialen Signalweges.

(A) Der Verlust des mitochondrialen Membranpotdat@®ym) wurde nach TMRNMFarbung mit Hilfe der
Durchflusszytometrie untersucht. A-375 und A-3754&len wurden fir 1-8 h mit 4 uM Wortmannin
und/oder 200 uM -Tocopherol (1 h Vorbehandlung) behandelt und dief®nd gemessen. Die behandelten
Zellen (offene Graphen) wurden mit den DMSO-beh#adeKontrollen verglichen (graue Graphen). Drei
unabhéngige Experimente, jeweils mit Triplikatenrathgefuhrt, ergaben vergleichbare Resultate. (B)
Zytosolische Extrakte (Cyto) von A-375 und A-375-Z8llen wurden mit Hilfe der Western Blot Analyse
auf die Freisetzung von Cytochrom C, SMAC und AlRteusucht. Die Zellen wurden fur 2 h mit
Wortmannin, TRAIL und/oder -Tocopherol (200 pM, 1 h Vorbehandlung) behandéileiche
Proteinmengen wurden aufgetragen und die gleichgedBeladung der SDS-Gele mit Hilfe von GAPDH
Uberprift. Ein mitochondrialer Extrakt (Mito) dienals Kontrolle. (C) Die Expression der Bcl-2 Pioti:
A-375 und A-375-TS-Zellen wurde nach Behandlung 4njtM Wortmannin +/- TRAIL fir 8 h bestimmt.
Gesamtproteinlysate wurden mittels Western Blotlyse untersucht und eine gleichmafRlige Beladung der
Gele wurde mit GAPDH Uberprift. Drei unabhangig@é&nmente zeigten vergleichbare Ergebnisse.

Fur AIF zeigten die A-375-TS Zellen eine etwas teluere Freisetzung als die parentalen A-
375 (Abb. 45B, Vgl. Blot 7 mit Blot 3). Die Freigeing der proapoptotischen Faktoren
Cytochrom C, SMAC und AIF aus den Mitochondrien kendurch die Vorbehandlung mit
Tocopherol stark vermindert werden (Abb. 45B; ket8pur; roter Pfeil). Diese frihzeitige
Aktivierung des mitochondrialen Signalweges (zu\enlust des m, zu 2 h die Freisetzung
proapoptotischer, mitochondrialer Faktoren) kanmrabicht mit Veranderungen auf der
Expressionsebene der Bcl-2-Proteinfamilie erklatden. Selbst zu spateren Zeitpunkten (24
h) zeigten sich keine signifikanten Verdnderungem iExpressionsverhalten der
antiapoptotischen Proteine Bcl-2 und Mcl-1 oder geyapoptotischen Proteine Bax, Noxa,
Puma und Bad (Abb. 45C). Dies legt eine Reguladananderer Ebene nahe.
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Die Bedeutung von Bcl-2

Obwohl Veranderungen auf der Expressionsebene deR BProteine nicht nachgewiesen
werden konnten, wurde mit den nachfolgenden Expertam die maf3gebliche Rolle von Bcl-2
und Bax in der Wortmannin/TRAIL-induzierten Apopgosintersucht und aufgezeigt. Die
Behandlung von stabil transfizierten A-375 Zelleit ginem Bcl-2-Uberexpressionsplamids
(A-375-Bcl-2) und einem Kontrollplasmid (A-375-pIBEmit Wortmannin und TRAIL fihrte
in dem sensitiven pIRES-Klon zu einer Apoptoseiricwk von 20%. In dem stabil
transfizierten A-375 Zellklon blockierte die Bcli¥berexpression die durch Wortmannin und
TRAIL-induzierte Apoptose nahezu vollstandig (ABBA).

Abbildung 46: Blockierung der Wortmannin/TRAIL-indu zierten Apoptose durch exogenes Bcl-2.

(A) Die durch Behandlung mit Wortmannin+/- TRAILelnzierte Apoptose wurde in A-375 Zellen, die stabil
mit Bcl-2 und einem Kontrollplasmid (A-375-pIRESansfiziert wurden, untersucht. Die Bcl-2 Expressio
im pIRES-Kontrollklon (M fir Mock) und im Bcl-2-Klo wurde mit Hilfe der Western Blot Analyse
untersucht (Einschub). GAPDH diente als Kontrolle éine gleichmafRige Beladung. Mittelwerte + SDs vo
drei unabhangigen Experimenten, in denen jeweilplikate gemessen wurden, sind gezeigt. Statistisch
signifikante Werte sind mit * ( p<0,005) gekenniwiet und beziehen sich auf den Vergleich von
Wortmannin/TRAIL behandelten Zellen in den Bcl-arisfizierten Klonen zu den Wortmannin/TRAIL-
behandelten Zellen in den pIRES-transfizierten efell (B) Der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials ( m) wurde nach Behandlung mit Wortmannin +/- TRALLZ24 h in beiden Subklonen
untersucht. Die behandelten Zellen wurden mit TMR)farbt und durchflusszytometrisch analysiert. Die
behandelten Zellen (offene Graphen) wurden mit dekSO-behandelten Kontrollzellen (graue,
geschlossene Graphen) verglichen. (C) A-375-pIREBE A-375-Bcl-2 wurden fir 24 h mit 4 uM
Wortmannin, 20 ng/ml TRAIL und/oder 200 uMTocopherol (1 h Vorbehandlung) inkubiert und mit
H,DCFDA gefarbt. Die Entstehung von ROS wurde ane@ehd mit Hilfe der Durchflusszytometrie
analysiert. Die behandelten Zellen (offene Graphenjden mit den DMSO-behandelten Kontrollzellen
(graue, geschlossene Graphen) verglichenO.#hehandelte Zellen (200 mM, 1 h ) dienten als
Positivkontrollen. (B, C) Drei unabhéangige Expenntee die jeweils mit Triplikaten durchgefuhrt wurge
ergaben vergleichbare Ergebnisse.
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Ebenso wie die Apoptose wurde auch der Verlustrdiéschondrialen Membranpotentials
m nach Behandlung mit Wortmannin/TRAIL vollstandigrch die Bcl-2-Uberexpression
blockiert (Abb. 46B). Im klaren Gegnsatz dazu stihtEinfluss der Bcl-2-Uberexpression auf
die ROS-Produktion. A-375-Klone mit einem Uberemperten Bcl-2 haben keinen Einfluss
auf die ROS-Produktion und kénnen die von WortmafArRRAIL produzierten ROS-Level
nicht blockieren (Abb. 46C; Spalte 2 und 3). Dierdehandlung mit -Tocopherol fuhrte in
beiden Zellklonen (A-375-Mock und A-375-Bcl-2) zimer Blockierung der ROS-Level (Abb.
46C; Spalte 4). Aufgrund dieser Experimente scheli@ Entstehung von ROS durch

Behandlung mit Wortmannin unabhangig von der mitocitialen Antwort zu sein.

Die essenzielle Rolle von Bax in der Wortmannin/TRMduzierten Apoptose

Die Rolle von Bax und Bak wurden in einem HCT-116ldbkarzinommodell untersucht.
Dieses Zellkulturmodell besteht aus vier Subklorgsm parentalen Zellen mit Bax und Bak
(Bax'/Bak’), Zellen mit einem Bax knockout (BdBak’), Zellen mit einem Bak Knockdown
(Bax'/Bak) und Zellen mit einem Doppelknockdown (B#&ak). Die Behandlung mit
Wortmannin und TRAIL fur 24 h fihrte zu einer Apogpéinduktion von etwa 28% in den
parentalen Zellen (Bd#Bak’), ebenso wie in den Zellen mit dem Bak Knockdodie, eine
Apoptoseinduktion von 32% nach Kombinationsbehamgllaufzeigten (Abb. 47A). Dies
zeigte deutlich, dass Bak in diesem Setting keinesobeidende Rolle spielt. In Bax-
defizienten Zellen konnte nach Behandlung mit TRAIbd mit der Kombination aus
Wortmannin/TRAIL keine Apoptoseinduktion nachgeveiesverden (Abb. 47A). Die doppelt-
defizienten Zellen erwiesen sich ebenso wie der Bagckdown als apoptoseresistent. Die
Behandlung mit Wortmannin und der Kombination féhirt den parentalen HCT-116-Zellen
zu einem Verlust des mitochondrialen Membranpotésiti m vergleichbar mit den
behandelten Melanomzelllinien (Abb. 47B). Der Knogk von Bax blockierte den durch
Wortmannin/TRAIL-induzierten Verlust des mitochoraden Membranpotentials vollstandig
(Abb. 47B). Die Produktion von ROS, induziert durdle Behandlung mit Wortmannin,
konnte als vollig unabhangig von Bax gezeigt werd&fergleichbar zu der Bcl-2-
Uberexpression (Abb. 47C) konnte auch der Bax-Knatkdie ROS-Produktion nicht
inhibieren (Abb. 47C). Die vorliegenden Ergebniiséerten einen Hinweis darauf, dass die
ROS-Produktion ein initialer Schritt in der Wortnmam' TRAIL-induzierten Apoptose ist und

oberhalb der Mitochondrien wirkt.
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Abbildung 47: Die Rolle von Bax in der Wortmannin/TRAIL-induzierten Apoptose.

(A) Die Apoptoserate (Prozentsatz der sub-G1l-Zellpation) wurde in einem HCT-116 Kolonkarzinom
Zellkulturmodell 24 h nach Behandlung mit Wortmannsi/- TRAIL untersucht. Das HCT-Zellkulturmodell
bestehend aus den parentalen Zellen {B@k") und drei Subklonen mit einem Knockdown fiir Bax
und/oder Bak (BaX¥Bak’; Bax/Bak; Bax/Bak) wurde durchflusszytometrisch  nach
Propidiumjodidfarbung untersucht. Die statistiseniikante Reduktion der Apoptose (*; p<0,005)dan
Subklonen ist gekennzeichnet und bezieht sich @uf dergleich von Wortmannin/TRAIL behandelten
Zellen in den Bax Knockout und doppelt-defizientgellen zu den Wortmannin/TRAIL-behandelten
parentalen Kontrollzellen. Einschub: Die Expresdiaw. der Knockdown von Bax und Bak wurde mit Hilfe
der Western Blot Analyse Uberprift, wobei GAPDH Khntrolle fur eine gleichmafiige Beladung diente.
(B) Das mitochondriale Membranpotential m wurde in parentalen und doppelt defizienten HG®6-1
Zellen nach Behandlung fir 2 h mit 4 puM Wortmanreder Wortmannin/TRAIL mit Hilfe der
Durchflusszytometrie, nach TMRMFarbung, bestimmt. Behandelte Zellen (offene Geaphwurden mit
DMSO-behandelten Kontrollen (graue Graphen) vengiic (C) ROS-Level wurden in parentalen und
doppelt defizienten HCT-116 Zellen nach Behandlumty 4 uM Wortmannin oder Wortmannin/TRAIL
untersucht. Die Zellen wurden fur 2 h behandelt, HIDCFDA gefarbt und mittels Durchflusszytometrie
analysiert. (B, C) Es wurden drei voneinander uéabfge Experimente, jedes mit Dreifachwerten,
untersucht. Diese ergaben in hohem MalR3e vergleiettbaebnisse.

Aufschluss Uber die essenzielle Bedeutung von Bager Wortmannin/TRAIL-induzierten
Apoptose lieferten die Untersuchungen zur Bax-Aktiing. In A-375 und A-375-TS Zellen
konnte eine Translokation von Bax an die Mitochadrzu einem frihen Zeitpunkt
nachgewiesen werden. Schon 2 h nach Behandlung/oriimannin in A-375-TS (Abb. 48A,;
rechter Blot; Spur 4) und nach Behandlung mit Wartmin/TRAIL in A-375 (Abb. 48A;
linker Blot; Spur 5) und A-375-TS (Abb. 48A; rech®&lot; Spur 5) konnte eine Translokation
von Bax an die Mitochondrien in den mitochondriatextrakten nachgewiesen werden. Um
diesen Aktivierungsschritt zu bestatigen wurdenZidlen (A-375 und A-375-TS) behandelt
und mit einem konformationsspezifischen AntikdrBax-NT; (Upton et al., 2007)), der an
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den durch Konformationséanderung freigelegten N-Teus von Bax bindet, inkubiert und
durchflusszytometrisch untersucht. Eine zeitablganguntersuchung (1-8 h) zeigte eine
signifikante Aktivierung von Bax (Verschiebung d8saphen nach rechts) in A-375 und A-
375-TS schon 2 h nach Wortmanninbehandlung (AbB, &palte 2). Wohlgemerkt war die
Aktivierung von Bax kein Resultat einer Apoptoseiktion, da zu diesem frihen Zeitpunkt (2
h) noch keine Apoptoseinduktion nachgewiesen weilkdeamte. Die Aktivierung von Bax
konnte direkt als Reaktion auf die Wortmanninbelhamgl nachgewiesen werden (Abb. 48B).

Abbildung 48: Aktivierung von Bax durch Wortmannin.

(A) Mitochondriale Extrakte (Mito) von A-375 und 3¢5-TS, die fir 2 h mit 4 uM Wortmannin +/- TRAIL
behandelt wurden, wurden auf eine Bax Translokatiuh Hilfe der Western Blot Analyse Uberpriift.
GleichméaRige Beladung wurde mittels des mitoch@heini Proteins VDAC nachgewiesen. Der Auftrag
eines zytosolischen Extraktes (Cyto) diente als tkadle. Drei voneinander unabhéngige Experimente
zeigten vergleichbare Ergebnisse. (B) A-375 und7A-3S Zellen wurden in einer Zeitkinetik (1-8 h)tmi
Wortmannin (4 uM) oder Wortmannin/TRAIL behandettit einem konformationsspezifischen Antikorper
fur Bax (Bax-NT) inkubiert und durchflusszytomettis untersucht. Die Ergebnisse wurde in drei
unabhéngigen Experimenten, in denen jeweils Driif@cte gemessen wurden, ausnahmslos bestatigt.

Wortmannin aktiviert Bax durch Veranderungen dessphorylierungsstatus

Um die Verbindung zwischen Kinaseninhibition undxB¥ktivierung zu untersuchen, wurde
der Phosphorylierungsstatus von Bax in verschieddixgerimenten analysiert. Untersucht
wurden zwei, fur Bax essenzielle, Phosphorylierstejien. Die Phosphorylierung von Bax an
Serin-184 wurde als inaktivierender Schritt, dieo§fhorylierung an Threonin-167 als

aktivierender Schritt beschrieben (Kim et al., 280@er Phosphorylierungsstatus von Bax
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wurde, nach Permeabilisierung und Farbung der Zetig phosphospezifischen Antikorpern,
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Verlasslichkeier hier verwendeten Phospho-
Antikérper wurde in dem HCT-116 Kolonkarzinommoddétisbesondere in den Wildtyp- und
den Bax-defizienten Zellen, getestet, um eine uriBpehe Bindungen der Antikorper
auszuschliel3en (Abb. 49A).

Abbildung 49: Wortmannin beeinflusst den Phosphoryierungsstatus von Bax.

(A) Signale fiir Bax wurden durchflusszytometriséin parentale HCT-116 Zellen (BdBak’) und Bax-
defiziente Zellen (Bax¥Bak’) miteinander verglichen. Dafiir wurden Antikérpeowshl gegen Bax
(Gesamtprotein) als auch phosphospezifische Arngidgegen Bax (p-Bax Serin-184 und p-Bax Threonin-
167) verwendet. Drei unabhangige Experimente widselohem Male vergleichbare Ergebnisse auf.
Unbehandelte Zellen (graue Graphen) wurden als I®vemit lgGl-gefarbten Kontrollen (offene,
gestrichelte Graphen) gezeigt. (B-E) A-375 und A-35 Zellen wurden fur 2 h mit Wortmannin (4 pM),
Wortmannin/TRAIL und/odea-Tocopherol (200 uM, 1 h Vorbehandlung) behandsit. die nachflogende
durchflusszytometrische Analyse wurden die Zelleit den spezifischen Antikérpern fur p-Bax (Ser-
184)(B), fur p-Bax (Thr-167)(C), fur die aktivierde Konformationsdnderung (Bax-NT; D) und fur das
Gesamtprotein Bax (E) gefarbt. Die behandeltenefie{fbffene Graphen) sind als Overlay mit den DMSO-
behandelten Kontrollen (graue Graphen) und den {g&arbten Kontrollen (gestrichelte Graphen)
dargetsellt. Zwei vollstandige und unabhangige Erpente, die jeweils mit Triplikaten durchgefiihrt
wurden, wurden gemessen und ergaben Ubereinstinentengébnisse.

Die Behandlung von A-375 und A-375-TS mit Wortmanrfuihrte nach 2 h zu einer
Aktivierung von Bax, gezeigt fir den Bax-NT-Assabp. 49D). Parallel dazu konnten auch
fur den Phosphorylierungsstatus von Bax bedeutentanderungen nach 2 h

Wortmanninbehandlung nachgewiesen werden. Die Ploogierung der deaktivierenden
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Serin-184 Stelle war vermindert (Abb. 49B; Spalt2)lwahrend die Phosphorylierung der
aktivierenden Threonin-167 Stelle deutlich verdtawkar (Abb. 49C; Spalte 1-2). Dies
verdeutlichte die Annahme, dass Wortmannin, obwell selbst keine Apoptose in
Melanomzellen induzieren kann, doch fir eine Negmmmiernung der Melanomzellen in
Bezug auf die Apoptosesensitivitat sorgt. Der Phosgierungsstatus von Bax scheint fur
diese erhdhte Apoptosesensitivitat von essenziBieleutung zu sein.

Um nun auch noch die Rolle von ROS in diesem Seigsiings-Signalweg aufzuklaren,
wurden die Melanomzelllinien zusétzlich maitTocopherol behandelt. Das Antioxidant selbst
hat keinen Effekt auf die Bax-Phosphorylierung, raldie Wortmannin-vermittelten
Veranderungen der Bax Threonin-167 Phosphoryliesstetje wurden nahezu vollstandig
durch a-Tocopherol blockiert (Abb. 49C; Spalte 3-4). Im géasatz dazu wurde die
verminderte Phosphorylierung der Serin-184-Phosgpieoungsstelle nicht durch den
Radikalfanger a-Tocopherol beeinflusst (Abb. 49B; Spalte 3-4). Dieduktion der
Phosphorylierung an Bax Threonin-167 ging mit ememinderten Bax-Aktivierung einher,
die mit Hilfe des aktivierungsspezifischen Antikérp (Bax-NT) untersucht wurde (Abb.
49D). Zur Kontrolle wurde ein Antikbrper gegen B&Resamtprotein) verwendet, dessen
Signale durch die Behandlung mit Wortmannin undé@d@&ocopherol nicht verandert wurden
(Abb. 49E). Die Aktivierung von Bax (Bax-NT-Sign&pnnte jedoch voa-Tocopherol nicht
komplett blockiert werden (Abb. 49D; Spalte 4), veasen Hinweis darauf lieferte, dass die
Phosphorylierung der essenziellen Bax-Phosphowigsstellen unterschiedlich reguliert wird
und, dass die Phosphorylierung von Threonin-167 @&imen Arm der Bax-Aktivierung
reprasentiert. Die vorliegenden Analysen bestatigggne ROS-Abhangigkeit der Bax-
Aktivierung Uuber Threonin-167, wahrend sich der emed Arm, die verminderte
Phosphorylierung der inaktivierenden Serin-184 I§teals vollig unabhangig von ROS
darstellte (Abb. 49B; Spalte 4).

Modell zur Sensitivierung durch Wortmannin

Das nachfolgende Modell erklart den Signalweg dars8ivierung fiir die TRAIL-induzierte
Apoptose durch den PI3-Kinaseinhibitor Wortmaniie Behandlung mit TRAIL resultiert in
eine Aktivierung der Caspase-8. Die aktivierte @asp8 sorgt fur die Spaltung von Bid zu
tBid und damit fur die Aktivierung von Bid. DiesHit allerdings nicht zu einer vollstandigen
Caspasenprozessierung, wie an der unvollstindigeressierung der Effektorcaspase-3 zu
sehen ist (Abb. 43) und zu einer Apoptoseinduktie,Bcl-2 weiterhin zu stark exprimiert
wird und den mitochondrialen Signalweg blockiereanik. Die Wortmannin-vermittelte

Blockierung der PI3-Kinase sorgt fir eine Herurdguation der Phosphorylierungen von
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AKkt/PKB und fuhrt zu der Produktion von reaktiveausrstoffradikalen (ROS). Akt/PKB
reguliert die inaktivierende Phosphorylierungsstelbn Bax (p-Bax-Serl184). Wortmannin
reguliert tUber ROS die Threonin-Phosphorylierung Bax (p-Bax-Thrl67). Der Anstieg in
der aktivierenden Bax-Phosphorylierung steht ineendgerbindung mit der Aktivierung von
Bax und dessen mitochondrialer Translokation. Disefgxpression des antiapoptotischen
Proteins Bcl-2 konnte diesen Signalweg vollstardarkieren. Eine effiziente Induktion der
Apoptose war nur nach Kombination beider Wirkstg¥fortmannin und TRAIL) méglich. Die
Inhibition der PI3K durch Wortmannin aktivierte dertochondrialen Apoptosesignalweg und
bereitete die Melanomzellen fur die durch TRAIL4zéerte Apopotose vor. Letztendlich
wirkt das durch TRAIL und Caspase-8 aktivierte Bigbktivierend auf Bcl-2, verstarkt den
durch Bax-Aktivierung initiierten mitochondrialenigBalweg und dies resultiert in der
Freisetzung von proapoptotischen Faktoren aus deitochbndrien. Die reaktiven
Sauerstoffradikale (ROS) sind in der Lage sowold thitiatorcaspase-9 als auch die
Effektorcaspase-3 zu blockieren, was die unvoltiigs Prozessierung der Caspasen erklaren
konnte. Die Freisetzung von AIF aus den Mitochognrkonnte durch einen Caspasen-
unabhangigen Weg die TRAIL-induzierte Apoptose t&ken (Abb. 50).

Abbildung 50: Modell zur Sensitivierung von Melanonzellen durch Wortmannin.
Das Modell stellt eine Ubersicht Uber die synergiste Interaktion von Wortmannin und TRAIL dar.
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Strategie Il - Sensitivierung durch den mTOR-Kigiasibitor Rapamycin

Antiproliferative Effekte von Rapamycin

Rapamycin kann sowohl zur Blockierung des mTOR-Klexgs | (Anwendung von
Rapamycin im nM-Bereich), als auch zur Blockierweg mTOR-Komplexes Il (Anwendung
von Rapamycin im pM-Bereich) und damit zur Autoplkagihren (Dancey, 2010). Die
Behandlung von A-375-TS Zellen fur 24 h mit 1 undu®l Rapamycin fuhrte zu einer
verstarkten Expression des Autophagiemarkers Béclinnd zu einer Spaltung des
Autophagiemarkers LC3 (Abb. 51A). Der mTOR-Kompléxist wahrscheinlich fur die
Phosphorylierung von Akt/PKB an Serin-473, und ddiim die vollstandige Aktivierung von
Akt, zustandig. Die Behandlung von A-375 und A-3I7/3-Zellen fur 2 h mit steigenden
Konzentrationen Rapamycin (10-160 nM) zeigte fi@ leéiden hochsten Konzentrationen (80
nM, 160 nM) eine leicht verminderte Akt-Phosphayling an Serin-473, wahrend die
Expressionslevel des Gesamtproteins Akt keine \@E@mgen nach Rapamycinbehandlung
zeigten (Abb. 51B). In Zellzyklus- und Proliferatganalysen konnten die antiproliferative
Effekte von Rapamycin deutlich gezeigt werden. mBehandlung von bis zu sechs
Melanomzelllinien (A-375, A-375-TS, Mel-HO, Mel-HDS, MeWo und Mel-2a) fir 24 h mit
80 nM Rapamycin fuhrte zu einem starken G1-Arrédib( 51C). Um diese Effekte noch
deutlicher hervorzuheben wurde eine Echtzeit-Zelise gemacht, bei der Uber einen
Zeitraum von bis zu 96 h kontinuierlich Zellwachstwnd Zelladh&sion untersucht wurden
konnen. Direkt nach Zugabe von 80 nM Rapamycinteesgch in allen sechs Zelllinien eine
deutliche Reduktion des Zellwachstums, die zum poekt von 48 h zu einem
Wachstumsarrest fiihrte (Abb. 51D). Eine dosisabig&bnahme des Zellwachstums konnte
in A-375, A-375-TS, Mel-HO und Mel-HO-TS Zellen ntiilfe des WST-1 Assays gezeigt
werden (Abb. 51E).
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Abbildung 51: Antiproliferative Effekte von Rapamycin.

(A) Hochregulation bzw. Spaltung der AutophagiemsarBeclin-1 und LC-3 nach Behandlung mit 1 uM
Rapamycin +/- TRAIL und 1-2 uM Rapamycin fur 24(B) Konzentrationsabhangige Verdnderungen der
Phosphorylierung von Akt an der PhosphorylierurglestSerin-473 nach Behandlung mit 10-160 nM
Rapamycin. (A, B) Die Proteine wurden mit Hilfe d&lestern Blot Analyse in A-375 und A-375-TS Zellen
untersucht. Die Expression von Akt (Gesamtprotélignte als Kontrolle. Eine gleichmaRige Beladung de
SDS-Gele mit 30 pg Protein wurde mittels GAPDH ibéft. Zwei voneinander unabhéngige Experimente
lieferten vergleichbare Resultate. (C) Zellzyklumgsen von sechs verschiedenen Melanomzelllinientinl

24 h mit 80 nM Rapamycin (blaue Graphen) behandett zu DMSO-behandelten Kontrollen (graue
Graphen) verglichen wurden, sind gezeigt. (D) ZéMachstumskurven von A-375, A-375-TS, Mel-HO,
Mel-HO-TS, MeWo und Mel-2a nach Behandlung mit 8M rmRapamycin im Vergleich zu DMSO-
behandelten Kontrollen, gemessen mit der Echtzdigdalyse. Die Zellindizes wurden zum Zeitpunkt de
Behandlung (t = 24 h) normalisiert. (E) Mit Hilfeesl WST-1 Assays konnte eine konzentrationsabhangige
Verminderung der Zellproliferation in A-375, A-3755, Mel-HO und Mel-HO-TS Zellen gezeigt werden.
Mittelwerte und Standardabweichungen (SDs) ausulrabhé&ngigen Experimenten mit Dreifachwerten sind
gezeigt. Die statistische Signifikanz wurde mitt8isidentschem t-Test berechnet und bei einem p-Wert
0,005 mit * gekennzeichnet. Die statistische Sigaiiz ist gegeben, wenn man die Rapamycin-behandelt
Zellen mit den DMSO-behandelten Kontrollen verdiic
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Rapamycin sensitiviert fir die TRAIL-induzierte Apose

Die hier untersuchte Strategie zur Uberwindung TRAIL-Resistenz in Melanomzelllininen
beinhaltete den mTOR-Inhibitor Rapamycin. Kombioaén von Rapamycin und TRAIL
wurden in TRAIL-sensitiven Melanomzelllinine (A-379Mel-HO), in Zellen mit einer
induzierten TRAIL-Resistenz (A-375-TS, Mel-HO-TS)duin permanent resistenten Zelllinien
(Mel-2a, MeWo) untersucht. Apoptotische Zellen wamrdmit Hilfe der Zellzyklusanalyse
untersucht (sub-G1-Zellen; Zellen mit fragmentierteDNS; Abb. 52A). Eine
Apoptoseinduktion durch die Einzelbehandlung mil®0 nM Rapamycin konnte nach 24 h
nicht nachgewiesen werden. Die Monobehandlung nfRAIL zeigte eine moderate
Apoptoseinduktion von 5-12% in den TRAIL-sensitiv2alllinien Mel-HO und A-375. Nach
Behandlung mit der Kombination aus Rapamycin undAlLRkonnte eine deutliche
Verstarkung der Apoptose in vier von sechs untéatguncZelllinien nachgewiesen werden. Die
sensitiven Zelllinien reagierten mit einer Apoptoskektion von 18% in Mel-HO bis zu 32%
in A-375, die TRAIL-selektierten Zellen (A-375-TSndi Mel-HO-TS) mit einer
Apoptoseinduktion zwischen 13% und 25% (Abb. 52Bije permanent resistenten Zellen
erwiesen sich auch nach KombinationsbehandlungRagamycin und TRAIL als resistent
und konnten nicht fur die TRAIL-induzierte Apoptosensitiviert werden. Zu diesem
Zeitpunkt (24 h) spielte die Zytotoxizitat (Messudgs freigesetzten LDH) keine grof3e Rolle
(Abb. 52B). Die Induktion der Apoptose fuhrte zunean signifikanten Verlust der
Zellproliferation. In Echtzeit-Zellanalysen mit der€ELLigence System der Firma Roche
konnte in A-375, A-375-TS, Mel-HO und Mel-HO-TS =21 nach der Behandlung mit 80 nM
Rapamycin und 20 ng/ml TRAIL ein deutlicher Verludes Zellwachstums und der
Zelladhasion (rote Kurven) aufgezeigt werden. Déenpanent-resistenten Zelllinien MeWo
und Mel-2a zeigten zwar den durch Rapamycin-Behangdl hervorgerufenen
Proliferationsarrest (blaue Kurve), der jedoch Hudie Kombination mit TRAIL nicht
verstarkt werden konnte (rote Kurve; Abb. 52C). gleichbare Daten lieferte die
Untersuchung der Proliferation mit dem WST-1 Asd$aig. vier Zelllinien, die ein Ansprechen
auf die Kombinationsbehandlung gezeigt haben, eeigtich in diesem Assay einen erhdhten
Verlust der Proliferation nach Rapamycin/TRAIL-Baldaing (Abb. 52D).
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Abbildung 52: Sensitivierung fur die TRAIL-induzier te Apoptose mit Rapamycin.

(A) Die Auswertung der Zellzyklus-Analysen mit Hilfder Histogramme zeigte die Apoptoseinduktion
(Zunahme der sub-G1 Population (sG1)) in A-375,78-3S, Mel-HO und Mel-HO-TS nach Behandlung
mit 80 nM Rapamycin und 20 ng/ml TRAIL (jeweils daseite Histogramm) im Vergleich zu DMSO-
behandelten Kontrollen (jeweils das erste Histognum (B) In Zellzyklusanalysen wurde die
Apoptoseinduktion (Prozentsatz von sub-G1-Zellenyier Melanomzelllinien (A-375, A-375-TS, Mel-HO,
Mel-HO-TS) nach Behandlung mit Rapamycin (80, 160 r/- TRAIL untersucht. Die Zytotoxizitat wurde
mit einem Assay zur Bestimmung der freigesetztetdidenge parallel ermittelt. (C) Zeigt eine Echtzeit
Zellanalyse von sechs verschiedenen Melanomzeltiindie mit TRAIL (gelbe Linie), Rapamycin (blaue
Linie) und Rapamycin/TRAIL(rote Linie) behandelt rden. Als Kontrolle wurden DMSO-behandelte
Zellen verwendet (schwarze Linie). Die Zellindiagarden auf den Zeitpunkt der Behandlung (t = 24 h)
normalisiert. (D) Untersuchung der vermindertenlieliferation in A-375, A-375-TS, Mel-HO und Mel-
HO-TS Zellen nach Behandlung mit Rapamycin (80, &b +/- TRAIL (20 ng/ml) mit Hilfe des WST-1
Assays. (B, D) Mittelwerte £+ SDs von drei unabhgegi Experimenten, in denen jeweils Triplikate
gemessen wurden, sind gezeigt. Statistisch sigmifék Werte sind mit * ( p<0,005) gekennzeichnet und
beziehen sich auf den Vergleich von Rapamycin/TRB¢handelten Zellen zu TRAIL-behandelten Zellen.
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Keine Caspasenaktivierung durch Rapamycin/TRAIL

Um den Signalweg der Rapamycin/TRAIL-induzierten opwse in Melanomzellen
aufzuklaren, wurden verschiedene Experimente zuerdachung der Expression der Bcl-2-
Proteine, der clAPs und der TRAIL-Rezeptoren souvee Aktivierung der Caspasenkaskade
mit Hilfe der Western Blot Analyse durchgefihrt. B®nnte trotz der limitierten
Apoptoseinduktion in A-375 von 12% und der fehlamdg@optoseinduktion in A-375-TS nach
TRAIL-Behandlung eine Aktivierung der Initiatorcase-8 gezeigt werden, wie anhand der
auftretenden typischen Spaltprodukte von Caspa@s841 und 18 kDa) zu sehen ist. Die
Behandlung mit TRAIL fuhrte in den A-375-TS Zelleua einer unvollstdndigen Prozessierung
der Effektorcaspase-3, da nur das intermediaret@Bpdukt von 20 kDa zu detektieren war
(Abb. 53A; Spur 2) und die KombinationsbehandlungRapamycin/TRAIL fuhrte trotz einer
verstarkten Apoptoseinduktion von 32% nicht zu emerstarkten Caspase-3-Prozessierung
(Abb. 53A; Spur 4). Die Initiatorcaspase-9, derektiierung innerhalb des intrinsischen
Apoptosesignalweges eine wichtige Rolle spielt,deuin den A-375-TS Zellen weder durch
TRAIL noch durch die Kombination aktiviert. Die Bafdlung der parentalen A-375 Zellen
mit TRAIL diente als Positivkontrolle fiir die Akierung der Caspasen (Abb. 53A; Spur 6).
Fiur den Signalweg der Rapamycin/TRAIL-induziertepoptose in A-375-TS Zellen wurde
somit ein Mechanismus angenommen, der die Apoptnaéhangig von der Aktivierung der
Caspasenkaskade steuert. Gleichzeitig konnten kieegulationen in der Expression der
TRAIL-Rezeptoren und des NMB-Signalweges (IB ) durch Behandlung mit Rapamycin

oder der Kombination nachgewiesen werden (Abb. gBir 3-4).

Abbildung 53: Keine Aktivierung der Caspasenkaskadaind der Todesrezeptoren durch Rapamycin.
Die nahere Erlauterung der Abbildung 53 erfolgtEmde der Abbildung.
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Keine Regulation der Bcl-2-Proteine und der IAPs

Auch in der Expression der antiapoptotischen PmetgiBcl-2, Bcl-x, Mcl-1) sowie der
proapoptotischen Proteine (Bax, Bad, PUMA und Nda@)nten durch die Behandlung mit
Rapamycin oder Rapamycin/TRAIL keine signifikantéeranderungen nachgewiesen werden
(Abb. 53C; Spur 3-4). Die Behandlung von A-375-T&ll@n mit Rapamycin und
Rapamycin/TRAIL zeigte in den Untersuchungen ddiulggen Inhibitoren der Apoptose
XIAP und Survivin keine bedeutenden VeranderungemkEkpressionslevel (Abb. 53D; Spur
3-4).

Abbildung 53: Keine Aktivierung der Caspasenkaskadeder TRAIL-Rezeptoren, der Bcl-2-Proteine
und der clAPs durch Rapamycin/TRAIL.

(A) Die Prozessierung der Caspasen-8,-9 und -3d{@®Expression der TRAIL-Rezeptoren DR4, DR5 und
von | B , (C) die Expression verschiedener anti- und prpsgischen Bcl-2-Proteine und (D) die
Expression der zytosolischen 1APs XIAP und Surviwiirde mit Hilfe der Western Blot Analyse in A-375-
TS-Zellen untersucht. Die Zellen wurden mit 80 np@mycin +/- 20 ng/ml TRAIL fiir 8 h behandelt. Die
Behandlung der parentalen A-375 Zellen mit 20 ngfiRAIL diente als Kontrolle. Gleiche Proteinmengen
(30 pg) wurden aufgetragen und die gleichmaRigadialg der SDS-Gele mit Hilfe von GAPDH Uberprift.
Zwei unabhéngige Experimente zeigten vergleichBagebnisse.

Aktivierung des mitochondrialen Signalweges unddkbion von ROS

Die Behandlung von A-375 mit TRAIL fuhrte zu eineRerlust des mitochondrialen
Membranpotentials, wobei die Subpopulation der efellmit einem verminderten
Membranpotential m der Menge an apoptotischen Zellen entspricht (AzA). Fur die

Behandlung mit Rapamycin/TRAIL konnte nach 24 h Alitivierung des proapopototischen,
mitochondrialen Signalweges sowohl in A-375 alshafe375-TS Zellen gezeigt werden. Die
Behandlung mit 80 nM Rapamycin und 20 ng/ml TRAIlhite zu einem Verlust des
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mitochondrialen Membranpotentials (m) in der apoptotischen Population von A-375 und A-
375-TS (Abb. 54A; Spalte 3). Parallel zu der Megsdes mitochondrialen Membranpotentials

m wurde die Produktion von ROS durch Behandlung Rapamycin untersucht (Abb.
54B). Die Behandlung von A-375 und A-375-TS fur 124nit 80 nM Rapamycin fihrte zu
einem deutlichen Anstieg reaktiver Sauerstoffral@diK@bb. 54B, Spalte 2), zu sehen an der
Rechtsverschiebung des blauen Graphen. Nach Kotmdnshehandlung konnte weder ein
additiver noch synergistischer Anstieg der ROS-Lawdégezeigt werden (Abb. 54B, Spalte 3).
Der durch die Behandlung mit Rapamycin hervorger@fanstieg von ROS konnte in beiden
Zelllinien durch Vorbehandlung mitTocopherol (1 h, 200 uM) vollstandig blockiert \@en
(Abb. 54B, Spalte 4). Dies fuhrte zu der Annahnassd ahnlich zum Wortmannin-Projekt, die
Entstehung von ROS durch die Behandlung mit Rapamgine entscheidende Rolle in der
Rapamycin-vermittelten TRAIL-Sensitivierung von Mabmzellen spielt. Die Rolle von ROS
wurde zusatzlich in Experimenten zur Apoptoseingukuntersucht. Vorbehandlung von A-
375 und A-375-TS-Zellen fir 1 h mitTocopherol blockierte die durch Rapamycin/TRAIL-
induzierte Apoptose zu etwa 50%. In A-375 Zelleduzerte die Vorinkubation mit -
Tocopherol die Apoptose von 32% auf etwa 15%. IB7A-TS Zellen konnte die Apoptose
durch Vorbehandlung mit-Tocopherol von 22% auf 12% gedriickt werden (ABICH

Abbildung 54: Aktivierung des mitochondrialen Signdweges und ROS.
Néahere Erlauterungen siehe Abbildungslegende aubtigenden Seite.
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Abbildung 54: Aktivierung des mitochondrialen Signdweges und Produktion von ROS
(A) A-375 und A-375-TS Zellen wurden fur 24 h md 2g/ml TRAIL +/- 80 nM Rapamycin behandelt, mit
TMRM" gefarbt und der Verlust des mitochondrialen Mempadentials m durchflusszytometrisch
bestimmt. Ein Verlust von m korrespondiert mit einer Linksverschiebung. (B326 und A-375-TS
Zellen wurden ebenfalls fiir 24 h sowohl mit 20 nigifRAIL +/- 80 nM Rapamycin behandelt als auch in
Kombination mit 200 uM -Tocopherol fir 1 h vorbehandelt. Die Zellen wurdanschlieBend mit
H,DCFDA gefarbt und durchflusszytometrisch analysi@thandelte Zellen (offene Graphen) wurden mit
DMSO-behandelten Kontrollen (graue, gefillte Grapheerglichen. Eine hdhere Fluoreszenz (Shift nach
rechts) korrespondiert mit erhéhten ROS-Leveln.4€pt die Apoptoseinduktion, gemessen als Prozadnzs
der sub-G1-Zellen, in A-375 und A-375-TS-Zellen maBehandlung mit TRAIL/Rapamycin und nach
Vorbehandlung mit -Tocopherol (200 uM, 1 h Vorinkubation). Die Zelkiysanalyse wurde mit Hilfe des
Durchflusszytometers durchgefuhrt. Mittelwerte + sSBon drei unabhéngigen Experimenten, in denen
jeweils Triplikate gemessen wurden, sind gezeigati€isch signifikante Werte sind mit * ( p<0,005)
gekennzeichnet und beziehen sich auf den Verglachdreifach behandelten Zellen (Rapamycin/TRAIL/
-Tocopherol) zu den Rapamycin/TRAIL-behandeltenieéfel (A, B) Drei unabhangige Experimente, jedes
Experiment mit Triplikaten durchgefiihrt, zeigtemgleichbare Ergebnisse.

Die Rolle von Bcl-2 in der Rapamycin-verstarktenATR- induzierten Apoptose

Obwohl Veranderungen auf der Expressionsebene deR BProteine nicht nachgewiesen
werden konnten (Abb. 53C), wurde mit dem nachfodiggnExperiment die maf3gebliche Rolle
von Bcl-2 in der Rapamycin/TRAIL-induzierten Apop# untersucht und aufgezeigt. Die
Behandlung von A-375 Zellen mit einem stabil tramsften Bcl-2-Uberexpressionsplamid
(A-375-Bcl-2) und einem Kontrollplasmid (A-375-pISE mit Rapamycin und TRAIL fuhrte

in dem sensitiven pIRES-Klon zu einer Apoptoseirguk zwischen 22% nach 80 nM

Rapamycin/TRAIL und 26% nach 160 nM Rapamycin/TRADer stabil transfizierte A-375-

Bcl-2-Zellklon dagegen blockierte die durch RapamiicRAIL-induzierte Apoptose nahezu

vollstandig (Abb. 55A).
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Abbildung 55: Die Rolle von Bcl-2 in der Rapamycinverstarkten Apoptose.

(A) In Zellzyklusanalysen wurde die Apoptoseindokti(sub-G1-Zellen in %) in stabil transfizierten3&5-
Klonen (A-375-pIRES und A-375-Bcl-2) nach Behandjumit Rapamycin (80, 160 nM) +/- TRAIL
untersucht. Parallel dazu wurde die Zytotoxizitdt @nem Assay zur Bestimmung der freigesetzten £DH
Menge bestimmt. Mittelwerte £+ SDs von drei unabligery Experimenten, in denen jeweils Triplikate
gemessen wurden, sind gezeigt. Statistisch sigmifék Werte sind mit * ( p<0,005) gekennzeichnet und
beziehen sich auf den Vergleich von Rapamycin/TRBéhandelten Zellen im Kontrollklon A-375-pIRES
zu Rapamycin/TRAIL-behandelten Zellen im Bcl-2 (derimierenden Klon. (B) Histogramme von A-375-
pIRES und A-375-Bcl-2 zeigen die Apoptoseinduktitach Rapamycin/TRAIL-Behandlung (Histogram 2
und 4) im Vergleich zu DMSO-behandelten Kontrol{etistogram 1 und 3). Sub-G1 Populationen sind mit
sG1 gekennzeichnet.

Bax ist von essenzieller Bedeutung fur die Rapamyarstarkte Apoptose

Die Rolle von Bax und Bak wurden in einem HCT-116ldhkarzinommodell untersucht,
welches schon ausfiuhrlich in den anderen Projeliésschrieben wurde. Die Behandlung mit
Rapamycin +/- TRAIL fur 24 h fuhrte zu einer Apopéinduktion von etwa 40% in den
parentalen Wildtyp-Zellen (Ba#Bak’; Abb. 56, Block 1). Die Bak-defizienten Zellen
(Bax'/Bak) zeigten nach Kombinationsbehandlung eine Apojdsétion von etwa 35%
(Abb. 56, Block 2), was einen Hinweis darauf lit¢derdass die Bak-vermittelte Apoptose in
diesem Fall keine Rolle zu spielen scheint. In Bar-defizienten Zellen (BaxBak’) konnte
nach Behandlung mit TRAIL und mit der KombinationsaRapamycin und TRAIL keine
signifikante Apoptoseinduktion nachgewiesen werdé@bb. 56, Block 3). Die doppelt-
defizienten Zellen (BaxBak') erwiesen sich ebenso wie die Bax-defizientenefellls quasi

apoptoseresistent mit einer Apoptoseinduktion voteu5% (Abb. 56, Block 4).
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Abbildung 56: Bax in der Rapamycin/TRAIL-induzierte n Apoptose.

Die Induktion der Apoptose (Prozentsatz der subZ@lpopulation) wurde in einem HCT-116-
Kolonkarzinom Zellkulturmodell 24 h nach Behandlumif Rapamycin +/- TRAIL untersucht. Das HCT-
Zellkulturmodell bestehend aus den parentalen @elRax/Bak’) und drei Subklonen mit einer Defizienz
fur Bax und/oder Bak (BaWBak’; Bax/Bak; Bax/Bak) wurde durchflusszytometrisch nach
Propidiumjodidfarbung untersucht. Die statistiseniikante Reduktion der Apoptose (*; p<0,005)dan
Subklonen ist gekennzeichnet und bezieht sich anf\ergleich von Rapamycin/TRAIL-behandelten Zellen
in den Bax-defizienten und doppelt-defizienten &elizu den Rapamycin/TRAIL-behandelten parentalen
Kontrollzellen. Es wurden drei voneinander unabligegExperimente untersucht, die jeweils mit
Dreifachwerten durchgefiihrt wurden. Diese ergalmehahem Male vergleichbare Ergebnisse. Einschub:
Die Expression bzw. der Knockdown von Bax und Bakde mit Hilfe der Western Blot Analyse Uberpriift,
wobei GAPDH als Kontrolle fiir eine gleichméaRige &king diente.

Rapamycin hat einen Einfluss auf die Bax-Phospreyhg

Um die Bedeutung der Bax-Abh&ngigkeit fir die Rapamverstarkte Apoptose zu klaren,
wurde der Phosphorylierungsstatus von Bax anatydiktersucht wurden die inaktivierende
Phosphorylierungsstelle von Bax (pBax-Ser-184) wainel aktivierende Phosphorylierungs-
stelle von Bax (pBax-Thr-167). Der Phosphoryliersstgtus von Bax wurde, nach
Permeabilisierung und Féarbung der Zellen mit phosphzifischen Antikorpern,
durchflusszytometrisch bestimmt. Die Verlasslichkder verwendeten Phospho-Antikdrper
wurde in dem HCT-116 Kolonkarzinommodell mit derrgrdalen und doppelt-defizienten
Zellen getestet, um so unspezifische BindungenAaikdrper auszuschlieRen (Abb. 57A).
Die Behandlung von A-375 und A-375-TS mit Rapamydimrte nach 2 h zu einer
Aktivierung von Bax, gezeigt mit Hilfe eines N-temalen aktivierungsspezifischen
Antikorpers (Abb. 57B). Auch fir den Phosphoryliegsstatus von Bax konnten bedeutende
Verédnderungen nach 2 h Rapamycin-Behandlung nacegemwwerden. Die Phosphorylierung
der deaktivierenden Serin-184 Stelle war vermindéAbb. 57C), wahrend die
Phosphorylierung der aktivierenden Threonin-167I&téeutlich verstarkt war (Abb. 57D).
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Dies verdeutlicht die Annahme, dass die Blockierdag PI3K-Akt/PKB-mTOR Signalweges,
sei es durch Wortmannin oder Rapamycin, selbsekapoptose in Melanomzellen induzieren
kann, jedoch =zu einer Neuprogrammierung der Melasbien in Bezug auf die
Apoptosesensitivitat fuhrt. Der Phosphorylierungasgt von Bax scheint fur diese erhohte
Apoptosesensitivitat eine essenzielle Rolle zulspie

Abbildung 57: Rapamycin beeinflusst den Phosphoryéirungsstatus von Bax.

(A)Die Funktionalitat der Bax-Antikorper wurde dbftusszytometrisch fir parentale HCT-116 Zellen
(Bax'/Bak’) und Bax-defiziente Zellen (BaiBak’) untersucht. Dafiir wurden Antikérper gegen Bax
(Gesamtprotein) und phosphospezifische Antikorpareg Bax (p-Bax Serin-184 und p-Bax Threonin-167)
verwendet. Drei unabhéngige Experimente wiesen dahem Male vergleichbare Ergebnisse auf.
Unbehandelte Zellen (graue Graphen) wurden als |I&®vemit IgGl-gefarbten Kontrollen (offene,
gestrichelte Graphen) gezeigt. (B-D) A-375 und A3J5 Zellen wurden fir 2 h mit Rapamycin (80 nM)
und Rapamycin +/-TRAIL behandelt. Fir die nachfalfe durchflusszytometrische Analyse wurden die
Zellen mit den spezifischen Antikdrpern fur die igidrende Konformationsédnderung (Bax-NT; B), fir p-
Bax (Ser-184)(C) und fur p-Bax (Thr-167)(D) gefarbie behandelten Zellen (offene Graphen) sind als
Overlay mit den DMSO-behandelten Kontrollen (gra@eaphen) und den IgG1l-gefarbten Kontrollen
(gestrichelte Graphen) dargetsellt. Zwei vollstgediund unabhangige Experimente, die jeweils mit
Triplikaten durchgefiihrt wurden, wurden gemesseahengaben Ubereinstimmende Ergebnisse.
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Diskussion

Strategie | - Sensitivierung durch den Kaliumkamaibitor TRAM-34

Die Bedeutung von TRAIL fur das Melanom

Der Todesligand TRAIL stellt eine vielversprecheriigi-Tumorstrategie dar, da TRAIL in
einer Vielzahl von Krebszellen Apoptose induzieséhrend normale Zellen weitgehend
unbeeinflusst bleiben (Ashkenazi, 2002; Wang un®@&ty, 2003; Di Pietro und Zauli, 2004;
Wang, 2010). Inn vivo-Untersuchungen an Mausen und Primaten konnte &up@ression
des Tumorwachstums nach Behandlung mit TRAIL alsdloerapie oder in Kombination mit
Chemotherapeutika gezeigt werden (Labrinidis et2809; Wang et al., 2010b). Trotz dieser
Erfolge weisen TRAIL und TRAIL-Rezeptor-Agonisten klinischen Studien nur eine sehr
beschréankte Effizienz auf, was in klinischen Stadwen soliden Tumoren und Lymphomen
gezeigt werden konnte (Herbst et al., 2010a; Yowteasl., 2010; Soria et al., 2011). Diese
beschrankte Wirksamkeit von TRAIL kann vor allemradu eine induzierbare Resistenz
hervorgerufen werden, wie an einem Beispiel einestRrebs-Tumormodells gezeigt werden
konnte (Zhang und Zhang, 2008). In Melanomzellenrdeubereits friher von einer
bestehenden TRAIL-Resistenz und einer induzierbafRasistenz in Folge einer
kontinuierlichen Behandlung mit TRAIL berichtet. €3k Resistenz war mit der
Herabregulation der agonistischen TRAIL-Rezeptodes, proapototischen Bcl-2-Proteins Bid
und der Initiatorcaspasen-8 und -10 verbunden (&uwol et al., 2005; Kurbanov et al., 2007).
Auch hier konnte eine Herabregulation der TRAIL-B&oren sowohl auf Ebene der Protein-
als auch der Oberflachenexpression gezeigt wedamliese Effekte schon nach 8 h TRAIL-
Behandlung in A-375 auftraten, schienen sie sowditdkte als auch sehr friihe Effekte zu
sein. Dieses Resultat wirft ein neues Licht aufTRAIL-Resistenz in Melanomzelllinien. Die
TRAIL-Behandlung von Melanomzelllinien induziert nei schnell auftretende TRAIL-
Resistenz. Die Inhibition der vollstandigen Casp&$&rozessierung konnte als ein weiteres
Anzeichen fur eine TRAIL-Resistenz im Melanom genoen werden. Die Effektorcaspase-3
wird als Proenzym exprimiert, welches in einemesrsschritt zu einer intermedidren 20 kDa-
Form prozessiert wird. Es wird vermutet, dass thalé Prozessierung durch Autokatalyse
stattfindet, die zu einer 17 kDa und 15 kDa-Formhrfi(Roy et al., 2001). Die
Caspasenkaskade war in den parentalen A-375 Melggilamn nach TRAIL-Behandlung
deutlich sichtbar. Im Gegensatz dazu zeigten di@&I[Relektierten A-375 nach TRAIL-
Behandlung weder ein 17 kDa noch ein 15 kDa Spadigtt, jedoch ein hohes Mal3 an
intermediarem Spaltprodukt und eine effiziente Bssierung der Caspase-8. Folglich sind die

resistenten Melanomzellen durch eine Blockade deokatalytischen Caspase-3-Aktivitat
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charakterisiert, was eventuell auf eine ungenigeA#tivierung der Caspasenkaskade
zuriickzufuhren ist. Die Uberwindung dieser TRAILSR#enz reprasentiert somit einen
kritischen  Schritt zur Etablierung einer TRAIL-baden Therapie. Mehrere
Behandlungsweisen zur Sensitivierung von Melanolezelfir TRAIL wurden bereits

untersucht (Jiang et al., 2007; Ivanov et al., 2088rnle et al., 2010; Berger et al., 2010;
Berger et al., 2013). Im Folgenden werden verseiedStrategien zur Uberwindung der
TRAIL-Resistenz néher diskutiert.

Effekte des KCa3.1-Inhibitors TRAM-34

In dieser Arbeit wurde eine vollig neue Strategie 3ensitivierung prasentiert, die auf der
selektiven Inhibition des G&abhangigen Kaliumkanals KCa3.1 (IK1) basiert. Binestarkte
Expression von KCa3.1 wurde in diversen Tumoretatitderichtet (Schonherr, 2005; Chou et
al.,, 2008; Lee et al., 2008) und auch in Melanoferelwurden KCa3.1l-abhéngige
Transmembran-Kaliumstrome gemessen (Gavrilova-Racll., 2002). Zudem konnte in der
vorliegenden Arbeit die Expression von KCa3.1 at&NA- und Proteinebene in einer Reihe
von Melanomzelllinien nachgewiesen werden, was eu Ahnahme veranlasste, dass die
Expression von KCa3.1 ein charakteristisch Merkmdas Melanoms ist. KCa3.1-Kanéle
konnen durch verschiedene Inhibitoren wie Clotriodadas Skorpiongift Charybdotoxin und
TRAM-34 blockiert werden, die héchste Selektivit@eist aber das Clotrimazol-Analogon
TRAM-34 auf. TRAM-34 fuhrt nicht wie Clotrimazol zainer Inhibition der Cytochrom-
P450-Enzyme und zeigt dadurch auch nicht die Besgkgiheinungen einer Leberzytotoxizitat
(Wulff et al., 2000). Die Spezifitat der TRAM-344wnittelten Effekte wurden in KCa3.1-
negativen HEK-293 Zellen untersucht, die nicht aife Behandlung mit TRAM-34
ansprachen. Die Expression von KCa3.1 in HEK-29BeAedurch transiente Transfektion
fuhrte zu einer deutlichen Ansprechbarkeit derefellKCa3.1-Kanéle wurden mit anormaler
Tumor-Zellproliferation und Migration (Schwab et,d999; Wickenden, 2002; Schmidt et al.,
2010; Schwab et al., 2012) in Verbindung gebradlt antiproliferative Effekte nach KCa3.1-
Inhibition wurden in verschiedenen Tumorzellen detét (Chou et al.,, 2008). In
Ubereinstimmung mit diesen Berichten konnte eigaiikante Inhibition des Zellwachstums

von Melanomzellen durch die Behandlung mit TRAMgFeigt werden.



Diskussion |102

Sensitivierung fur TRAIL-induzierte Apoptose durtRAM-34

Bis dato gab es keine Daten, die Apoptoseindukndreiner Inhibition des KCa3.1-Kanals in
Verbindung gebracht haben. Vielmehr wurde berigltass Calcimycin-induzierte Apoptose
in Lymphozyten sowohl durch Charybdotoxin als adcinch Clotrimazol supprimiert wurde
(Elliott und Higgins, 2003) und dass TRAM-34 di@apoptotischen Effekte von Cisplatin in
Plattenepithelkarzinomen inhibiert (Lee et al., 20@ie Kombination von Todesliganden mit
Kaliumkanal-Inhibitoren wurde bis jetzt noch nightErwagung gezogen, zeigten sich aber als
Erfolg versprechend in Melanomzellen, da TRAM-34bsekeine Apoptose induziert. Die
Kombination von TRAM-34 und TRAIL filhrte zu eineyrergistisch verstarkten Apoptose
und war in der Lage sowohl praexistente als auduzierbare TRAIL-Resistenzen zu
Uberwinden. Interessanterweise reagierten alle netersuchten Melanomzelllinien, was
einen allgemeingultigen Mechanismus fiir die Sensiting durch TRAM-34 annehmen |asst.
Aufgrund dieser Daten erscheint die Verbindung eghes Kaliumkanélen und Apoptose in

einem neuen Licht.

Mechanismen der TRAM-34-vermittelten TRAIL-Sensgiung

Hinsichtlich des Mechanismus, wie TRAM-34 die TRAHduzierte Apoptose verstarkt,
konnte eine Hochregulation beider agonistischer IRRezeptoren gezeigt werden. Dies
schien von besonderem Interesse zu sein, da debkgulation der TRAIL-Rezeptoren eine
wichtige Rolle in der induzierbaren TRAIL-Resistewan Melanomzellen (Kurbanov et al.,
2007) spielt, was durch TRAM-34 verhindert wurdaneE Hochregulation der TRAIL-
Rezeptoren konnte ebenso nach Behandlung mit Resvennd Indirubin (lvanov et al.,
2008; Berger et al., 2010) detektiert werden. DRAIL-Decoyrezeptoren DcR1 und DcR2
schienen dagegen keine Rolle in der TRAM-34/TRAlduzierten Apoptose zu spielen. Trotz
der hochregulierten agonistischen TRAIL-Rezeptorevar die Prozessierung der
Initiatorcaspase-8 nach Behandlung mit TRAM-34/TRAIm Vergleich zu der TRAIL-
Monobehandlung, bemerkenswerterweise nicht sigamtikverstarkt. Dies spricht eindeutig fur
eine ausschlaggebende Rolle von nachgeschaltetgrid®ensschritten. In der Tat konnte eine
malfdgebliche Aktivierung des mitochondrialen Apopt&sgnalweges, durch ein vermindertes
mitochondriales Membranpotential und die Freisegzwter proapoptotischen Faktoren
Cytochrom C, AIF und SMAC aus den Mitochondrienzejgt werden. Diese mitochondriale
Aktivierung scheint fur die TRAM-34/TRAIL-induziextApoptose von essenzieller Bedeutung
zu sein. Neben der Induktion der Apoptose dufidRAM-34/TRAIL konnte auch eine
ausgepragte Abhéangigkeit von Proteinen der Bcli&ik@a nachgewiesen werden. Der
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Knockout von Bax, die Uberexpression von Bcl-2 wiel SiRNS-vermittelte Herabregulation
von Bid fuihrten zu einer ausgepragten Abnahme &&M/TRAIL-induzierten Apoptose. Die
Relevanz des mitochondrialen Signalweges fir didlLRSensitivierung von Melanomzellen
wurde auch fur Substanzen der chinesischen Medi@nVogonin und Indirubin (Fas et al.,
2006; Berger et al., 2010) und fur UVB-Strahlungofile et al., 2010) gezeigt, was die
Bedeutung des mitochondrialen Signalweges fur gieptoseinduktion in Melanomzellen nur

unterstreicht.

Aktivierung des mitochondrialen Signalweges durétAM-34

Wie also ist TRAM-34 in der Lage den mitochondnml@ignalweg zu aktivieren? Bis zum
Jahr 2005 wurde angenommen, dass KaliumkanaleriRldesmamembran lokalisiert sind und
fur die Aufrechterhaltung des Membranpotentialsgear (Wickenden, 2002). Dann jedoch
konnten Kaliumstrome Uber die mitochondriale Membreachgewiesen werden, die durch
einen spannungsabhangigen Kaliumkanal (Kv1.3) mplyozyten gesteuert wurden (Szabo et
al., 2005). Mittlerweile konnten Patch-Clamp Anagsvon Mitoplasten (aufgeblahten
Mitochondrien) aus Kolonkarzinom-Zellen auch mitootriale KCa3.1-Aktivitat nachweisen
(Sassi et al., 2010). In Ubereinstimmung mit died@mgebnis, wurde hier eine signifikante
Expression von KCa3.1 in der mitochondrialen Faktvon Melanomzellen gezeigt. Die
Hyperpolarisierung des mitochondrialen Membranpitaésh ( m) nach Behandlung mit
TRAM-34 zeigte deutlich die mitochondriale Aktivitder KCa3.1-Kandale. Die Abhé&ngigkeit
dieses Effektes von KCa3.1 wurde in KCa3.1-negatik=K-Zellen Uberprift und belegt.
KCa3.1-negative HEK-293 Zellen zeigten keine Vegindgen des m nach TRAM-34
Behandlung, aber eine wiederhergestellte Hypergdaung nach KCa3.1l-Transfektion.
Hyperpolarisierung des mitochondrialen Membranpidésiwurde als vorausgehender Schritt
der Apoptose auch nach Kv1.3-Inhibition gezeigf®ret al., 2008), was vermuten lasst, dass
dies ein charakteristischer und essenzieller Sdhrider Kaliumkanal-vermittelten Apoptose
ist. Der hyperpolarisierende Effekt konnte durcih @&nstrom von mitochondrialem Kalium,
der dem erhéhten m durch Export von Protonen entgegenwirkt, verursaerden (Garlid
und Paucek, 2003).

Der Zusammenhang zwischen Kaliumkanélen und defaglicher Apoptoseregulation wurde
von der Gruppe um Szabo untersucht, die eine ktiera zwischen Bax und dem
spannungsabhangigen Kaliumkanal Kv1.3 in Lymphoryteachweisen konntenDiese
Interaktion erwies sich als notwendig fiir die Baguzierte Apoptose in Lymphozyten (Szabo
et al., 2008). Die hier vorgestellten Ergebnisseenstitzten die bedeutende Rolle von Bax fur
die Apoptoseregulation in Melanomzellen. Und obweinle eindeutige Interaktion zwischen
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KCa3.1 und Bax nicht zweifelsfrei in den Immunppitationsanalysen gezeigt werden
konnte, so konnte doch eine klare AbhangigkeitTd@AM/TRAIL-induzierten Apoptose von

Bax gezeigt werden. Zusatzlich konnte die mitochiabel Translokation von Bax nach
TRAM-Behandlung als frihes Ereignis nachgewieserdeme

Die Bedeutung des SMAC-clAP-Gleichgewichts fur 8ansitivierung

Bei der Untersuchung der freigesetzten mitochotehri&aktoren im Zuge der TRAM/TRAIL-
induzierten Apoptose, stellte sich AIF als eher ghig heraus, da AIF einen Caspase-
unabhéngigen Zelltod vermittelt (Norberg et al.1@0 Die hier gezeigte TRAM/TRAIL-
induzierte Apoptose war jedoch ein Caspase-abhéandgigozess, wie die Blockierung der
Apoptose mittels Caspaseinhibitoren zeigte. Cytoele C, welches nach Freisetzung aus den
Mitochondrien die Initiatorcaspase-9 aktiviert (Hwmann et al., 2011) konnte zur
Sensitivierung von A-375 und A-375-TS beitragens Alahrscheinlichster Kandidat fur die
verstarkte Apoptose durch TRAM-34 présentierte sibar das Gleichgewicht zwischen den
antiapoptotischen zellularen IAPs und dem aus dé&oddondrien freigesetzten SMAC. In
einer Vielzahl von Tumorzellen sind die Proteine bP-Familie haufig Uberexprimiert und
tragen zu Tumorwachstum, Pathogenese und Chenteresisei (Fulda und Vucic, 2012). Um
den Zelltod zu verhindern kann XIAP direkt an di®zessierte Caspase-9 und -3 binden
(Vogler et al., 2009). Die vorliegenden Daten zmigtauch fir Melanomzellen eine
signifikante Expression von zellularen I1APs, wasdea Annahme fihrte, dass ein hohes Maf3
an XIAP als Bremse fungierte, die die vollstandiBeozessierung der Caspase-3 nach
Behandlung mit TRAIL verhinderte. Die daraus rasvéinde Hypothese basierte auf einer
Neutralisierung von XIAP und einer vermehrten Caspa-Aktivitdt durch das nach
TRAM/TRAIL-Behandlung freigesetzte SMAC. Belegt wler diese Hypothese mit der
siRNS-vermittelten Herabregulation von SMAC, die eaner vollstandigen Blockierung der
TRAM/TRAIL-induzierten Apoptose in den TRAIL-resistten A-375-TS Zellen flhrte. Die
verbleibende Apoptose in den parentalen A-375 Ael@d wahrscheinlich Uber die direkte
Caspasenkaskade reguliert. Die bedeutende RolleSHESC/XIAP-Gleichgewichts wurde
auch in anderen Studien untersucht und fuhrte zuEdéwicklung von niedermolekularen
XIAP-Inhibitoren, die zu einer Verstarkung der TRA®ensitivitat beitragen konnten (Zhang
et al., 2001; Vogler et al., 2009). Die entsched#eRolle des SMAC-cIAP-Gleichgewichts fur
die TRAM-34/TRAIL-induzierte Apoptose in Melanomiexi konnte auch durch die
Uberexpression von XIAP gezeigt werden, die zu reReduzierung der Apoptose um 50%
fuhrte. Die besondere Funktion von TRAM-34 in diesBetting bestand in der Offnung des

mitochondrialen Signalweges durch die Aktivierummm\Bax.
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In Hinsicht auf die Entwicklung effektiver Therapidir das Melanom sollte man kunftig
TRAM-34 und TRAIL mit beriicksichtigen. Da sowohl AR als auch andere Clotrimazol-
Analoga, mit nur sehr geringen und vernachlassegbaNebenwirkungen, in Kklinischen
Studien angewandt wurden (Ataga und Stocker, 26f@9bst et al., 2010a), sprache nichts
gegen eine Anwendung in Studien mit Melanompatiendenn die Kombination aus TRAM-

34 und TRAIL hat siclin vitro als ausgesprochen effektiv erwiesen.

Strategie Il - Sensitivierung durch den PI3K-InkobiWortmannin

Aufgrund der hier vorliegenden Daten wurde ein metignalweg hypothetisiert, der auf der
ROS-vermittelten Bax-Aktivierung beruht und die Siémierung von Melanomzellen fur
TRAIL durch die Behandlung mit Wortmannin erklgibp. 50). Der inhibitorische Effekt von
Wortmannin auf die PI3-Kinase wurde in zahlreich®tudien griindlich untersucht und
resultierte in der Unterdriickung des Akt/PKB-Ubkdassignalweges (Lemke et al., 1999;
Ayral-Kaloustian et al., 2010). Und auch die Rolldie Akt/PKB in den TRAIL-
Resistenzmechanismen spielt, wurde in verschiedénsrorzellmodellen untersucht (Chen et
al., 2001; Kandasamy und Srivastava, 2002), umider@m auch in Melanomzellen (Hersey
und Zhang, 2003).

Die Phosphorylierung von Akt/PKB an Serin-473 untirélonin-308 reprasentierte die
Aktivitat der PI3-Kinase (Bozulic und Hemmings, 2)0und zeigte einen offenen und
aktivierten  Signalweg. Somit konnte, durch Herablaion beider Akt/PKB-
Phosphorylierungsstellen nach Behandlung mit Wanimrg die Spezifitat von Wortmannin in

Melanomzellen gezeigt werden.

Effekte von ROS und des Akt/PKB-Signalweges aufApeptose

Die Verbindung zwischen dem Akt/PKB-Signalweg unér dApoptose beruhen auf der
Phosphorylierung von Bad und von Bax an Serin-18drcld Akt/PKB. Beide
Phosphorylierungen fiihren zu einer Inhibition détivitaten von Bad (Sen et al., 2003) und
Bax (Xin und Deng, 2006; Renault und Manon, 201d)der Tat konnte eine signifikante
Abnahme der Phosphorylierung von Bax an Serin-EhrBehandlung mit Wortmannin, mit
Hilfe eines neuen Phosphorylierungs-Assays, gezeigtden. Diese Dephosphorylierung
reflektiert aber nur einen Teil des Signalweges zdesiner Aktivierung von Bax fiihrt.
Unzahlige nachgeschaltete Signalwege wurden furPK& beschrieben (Dillon und Muller,
2010), die auch die Regulation einer NADPH Oxidase@imlich NOX4, beinhaltete. In
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Pankreas-Karzinomzellen und chronisch myeloischeumkmiezellen konnte eine verstarkte
NOX4-Aktivitat nach Inhibition von Akt/PKB gezeigiverden (Mochizuki et al., 2006;
Naughton et al., 2009). Die von den NADPH-Oxidagatalysierte Reaktion sorgt fur die
Produktion grofRer Mengen Superoxide und steht dahemger Verbindung mit den zellularen
ROS-Signalwegen (Bedard et al., 2007; Serrandal,e2007; Bedard und Krause, 2007). Eine
erste Bestatigung, dass der von uns hypothetisgigealweg (Abb. 50) Uber NOX4 laufen
konnte, lieferte die Bestimmung der ROS-Level inl&hemzellen nach Wortmannin-
Behandlung. Nach Behandlung konnte ein vermehrtestiag der ROS-Level verzeichnet
werden und die durch Wortmannin angeregte ROS-Rtmou konnte nach 1 h gezeigt
werden. Diese Reaktion ist damit ein frihes Erasigmd unterscheidet diesen Effekt von
jedem sekundarem Effekt, der im Zuge der Apoptoséireien kann. Das reaktive
Sauerstoffradikale eine entscheidende Rolle inAgaptoseinduktion spielen kénnen, wurde
unter anderem fir Melanomzellen publiziert (Fraekel., 2010)Die Signifikanz von ROS
fur die Wortmannin/TRAIL-induzierte Apoptose konnteit dem Radikalfanger und

Antioxidanta-Tocopherol (Vitamin E) gezeigt werden.

ROS reguliert die Phosphorylierung von Bax an Thied 67

Der Weg, wie ROS zur Induktion der Apoptose be#raggonnten, wurde nach Analyse der
Bax-Phosphorylierungsstellen ersichtlich. Im Gegéns zu der verminderten Bax-
Phosphorylierung an Serin-184, was auf die Akttwign Akt/PKB zurlickzufuhren ist, konnte
eine Verstarkung der Bax-Phosphorylierung an Thre@f67 durch Wortmannin, also durch
Inhibition des PI3K-Akt/PKB-Signalweges, aufgezeigirden. Die Phosphorylierung von Bax
an Threonin-167 wurde als Bax-aktivierender Sclhtrakterisiert und stand in Staurosporin-
behandelten Hepatom- und Chemotherapie-behanddRetinoblastom-Zellen mit der
Aktivierung des JNK- und p38-MAPK-Signalweges inrbi@dung (Kim et al., 2006a; Shen et
al., 2009; Min et al., 2012). Wéahrend sich die Degghorylierung von Bax an Serin-184 als
vollig unabhéngig von ROS erwiesen hat, konnte Blehandlung mita-Tocopherol die
Phosphorylierung der Threonin-167 Stelle von Bakeza vollstandig blockieren, was auf
einen deutlichen Bezug zu ROS hinweist. Bis dagdoten die Verbindungen zwischen ROS
und Bcl-2-Proteinen auf der Regulation der Expressevel. In Plattenepithelkarzinomen
konnte eine Verbindung zwischen der Herabregulatwon Bcl-2 und Bcl-x und der
Hochregulation von Bax und Bak parallel zu intrbdéalen ROS-Level gezeigt werden (Li et
al., 2004). Die hier aufgezeigte Verbindung zwistiROS und Bax-Phosphorylierung kann
einen frihen Effekt von ROS auf die Apoptose-Saevitit erklaren.
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Eine Vielzahl von Kinasen kdnnte an den Regulatileshanismen der Bax-Phosphorylierung
an Threonin-167 involviert sein, denn die Aktiviagivon ASK-1, JNK, p38-MAPK, ERK1/2,
PKC und CDKs durch ROS wurde bereits berichtetefLal., 2004; Verbon et al., 2012). Der
hier gezeigte Bax-Aktivierungs-Assay deutet zudesmadf hin, dass die Aktivitat von Bax
unabhangig durch seine beiden Phosphorylierunggmstiebntrolliert wird, da die Behandlung
mit a-Tocopherol zwar die Bax-Threonin-167 Phosphorylgy verhinderte, die Bax-
Aktivierung durch Wortmannin und die Apoptoseindakt durch Wortmannin/TRAIL aber
nur teilweise blockieren konnte.

Bax selbst nimmt eine Schlusselstellung in der Regun des mitochondrialen
Apoptosesignalweges ein und dessen besondere Rotfler TRAIL-induzierten Apoptopse
wurde kurzlich aufgeklart (Gillissen et al., 201Ghipuk et al., 2010). Auch in der
TRAIL/Wortmannin-vermittelten Apoptose konnte eiddhangigkeit von Bax aufgezeigt
werden, wohingegen Bak in diesem Setting keineeRall spielen scheint. Die Kontrolle der
Bak-Aktivitat in Melanomzellen wurde als abhangionwDAC2-kontrollierten Signalwegen
beschrieben (Pl6tz et al., 2012).

Aktivierung des mitochondrialen Signalweges

Bcl-2 reprasentiert einen wichtigen antiapoptotestRaktor im Melanom (Jansen et al., 2000;
Eberle et al., 2007b). Das Modell der wechselssitiRegulation der Bcl-2-Proteine durch
Heterodimerisierung, bei dem Bcl-2 als speziellertajonist von Bax fungiert (Tait und
Green, 2010b), kdnnte das stark antiapoptotisctienial von Bcl-2 in dem vorgestellten
Ansatz erklaren. Daher sorgt die UberexpressionBar fiir eine vollstandige Blockierung
der Wortmannin/TRAIL-induzierten Apoptose.

Eine zusatzliche Erklarung fur den Effekt der sgmischen Verstarkung der Apoptose durch
Wortmannin und TRAIL lieferte das proapoptotischel-B-Protein Bid, welches durch die
Initiatorcaspase-8 gespalten und aktiviert wirdyfa@ann et al., 2012). Die Rolle von Bid und
dessen Aktivierung durch TRAIL in TRAIL-sensitiveimd TRAIL-resistenten Melanomzellen
wurde schon zuvor beschrieben und die Herabregulaton Bid verhinderte die TRAIL-
induzierte Apoptose in Kombination mit Substanzea dem CDK-Inhibitor Indirubin (Berger
et al., 2010) und TRAM-34 (Quast et al., 2012). Blsvierte Bid (truncated Bid) wirkt dabei
als effizienter Antagonist von Bcl-2 (Song et aD,10; Chipuk et al., 2010).

Damit ergibt sich folgendes Bild: Die basalen Leveh Bcl-2 in Melanomzellen scheinen
auszureichen, um die Apoptose, die von Wortmanmaiziert wird, zu blockieren. Und das,
obwohl Bax durch Wortmannin aktiviert wird. Auf denderen Seite wird eine effiziente

Apoptoseinduktion durch TRAIL durch inaktiviertesBverhindert. Der Durchbruch in der
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Kombinationsbehandlung resultiert also aus der Blxvierung durch Wortmanin und der
simultanen Bcl-2-Inaktivierung durch TRAIL-induzierSpaltung von Bid zu tBid (Abb. 50).

Nachgeschaltete Signalwege in der Wortmannin/TRidtuzierten Apoptose

Die nachgeschalteten Signalwege in der TRAIL/Wortma-induzierten Apoptose
beinhalteten die signifikante Freisetzung von apg@ben, mitochondrialen Faktoren
(Cytochrom C, SMAC, AIF). Der gut charakterisieis#gnalweg uber Cytochrom C und
SMAC lauft Gber die Aktivierung der Caspasen (Taiid Green, 2010b), was in diesem
Ansatz aber nicht gezeigt werden konnte. Auch uaiteleren Behandlungsbedingungen, etwa
bei Apoptoseinduktion durch das Nukleosid-Analo$ifi®, konnte keine Caspasenaktivierung
in Melanomzellen nachgewiesen werden. In dieseinwkable Apoptose Uber ROS-abhangige
Signalwege induziert (Franke et al., 2010). Die dBlerung der vollstandigen
Caspaseprozessierung und damit ihre Aktivierunghkait der inhibitorischen Aktivitat der
reaktiven Sauerstoffradikale erklart werden. ROBwnittelte Thiol-Oxidation kann zu einer
Oxidation von Cystein-Resten in dem katalytischemtdum der Caspasen fuhren und damit
auch zu einer Blockierung der Caspasen-Aktivitadl uler Prozessierung der Procaspasen
(Hampton et al., 1998a; Hampton et al., 1998b; Buteiund Brown, 2001). Mit dieser Studie
konnte ein effizienter Signalweg zur Apoptose-lnitk in Melanomzellen aufgezeigt
werden, der zu DNS-Fragmentierung unabhéngig vanQispasenkaskade fuhrte. Unter
diesen Bedingungen fiihrte die Freisetzung von @yton C und SMAC in eine Sackgasse
und beide mitochondrialen Faktoren trugen nicheldizur Apoptose bei. Daflr kénnten aber
proapoptotische Faktoren wie AIF und Endonukleasdi&ebenfalls aus den Mitochondrien
freigesetzt werden und eine Caspasen-unabhangiggptédgeinduktion fordern, in den
Vordergrund treten (Tait und Green, 2008; D'Annktal ¢ 2012).

Die vorliegenden Daten zeigen, dass die ApoptosasRaz in Melanomzellen auf mehreren
Ebenen reguliert wird, die sowohl ein hohes Bcle#l beinhalten (Jansen et al., 2000; Eberle
et al.,, 2007b), als auch eine Inaktivierung von Bdwurch seine Phosphorylierung/
Dephosphorylierung, wie schon zuvor berichtet wyilerger et al., 2013).

Eine dritte Regulationsebene der TRAIL-ResistenzMielanomzellen wurde erst kirzlich
genauer untersucht und umfasst die hohe ExpressioiXIAP, was zu einer Blockierung der
Caspasenkaskade und damit zu einer BlockierungAgeptose fuhrt. Es konnte gezeigt
werden, dass diese Blockade durch XIAP nur durehFdeéisetzung von SMAC durchbrochen
werden konnte (Hornle et al., 2010; Quast et &@122. In der Wortmannin-vermittelten

Sensitivierung spielte die Inhibition der Caspaderch XIAP aber keine entscheidende Rolle,
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da die clAPs uber den ROS-abhangigen und Caspad#réingigen Signalweg umgangen
wurden.

Der Todesligand TRAIL wurde als vielversprechendatithmor-Strategie angesehen
(Walczak et al., 1999; Ashkenazi, 2002), obwohluiridrbare Resistenzen in verschiedenen
Tumormodellen, wie beispielsweise dem Melanom (Lale, 2006; Kurbanov et al., 2007),
nachgewiesen werden konnten. Induzierbare Resetdimnten aber durchaus der Grund fur
die begrenzte Wirksamkeit von TRAIL sein, die imidchen Studien gezeigt wurde (Herbst et
al., 2010a; Soria et al., 201Binen Lichtblick stellen die Veroffentlichungen detzten Zeit
dar, die in vielen verschiedenen Strategieansat effizienten Sensitivierung fir die TRAIL-
induzierte Apoptose aufzeigen konnten (Jiang et28l07; Hornle et al., 2010; Berger et al.,
2010; Ivanov und Hei, 2011; Quast et al., 2012gBeet al., 2013).

Die Sensitivierung der Melanomzellen wurde in dies&nsatz mit der Aktivierung von Bax
erklart, die aus den Veranderungen des Phosphamytiestatus in Abhéangigkeit von Akt/PKB
und ROS resultierte. Dieser neue Signalweg konme grofRer Bedeutung fur andere

proapoptotische Strategien, sowohl im Melanom athan anderen Tumoren, sein.

Strategie Il - Sensitivierung durch den mTOR-Kigiasibitor Rapamycin

Eine Fehlregulation von mTOR und ein konstitutiviedr PI3K-Akt/PKB/mTOR-Signalweg
wurden in diversen Tumorentitaten berichtet, sohaim Melanom, und sind mit einer
schlechten Prognose verbunden (Meier et al., 286%glley et al., 2006; Marone et al., 2009;
Pépulo et al., 2012; Xie et al., 2013; Dronca et, &013; Mduiller et al.,, 2013).
Pharmakologische Inhibitoren der Komponenten dieSigmalweges haben sich daher als
attraktives Ziel fur die Behandlung des malignenlaiems erwiesen. Unter den Inhibitoren,
die mit dem PI3K-Signalweg interagieren, sind did@R-Inhibitoren in der klinischen
Entwicklung am Weitesten und haben ihre Wirksamkeit Nierenkarzinom-,
Pankreaskarzinom- und Brustkrebszellen bewiesenz@iet al., 2008; Yao et al., 2011a; Yao
et al., 2011b; Xie et al., 2013)

Effekte von Rapamycin

Die Serin/Threonin-Kinase mTOR existiert in zweirKplexen, dem Rapamycin-sensitiven
Komplex mTORC1 und dem Rapamycin-insenstivien Ka@rpInTORC2 und beide
Komplexe regulieren unterschiedliche Funktionen. & der mTORC1 fur die

Phosphorylierung verschiedener Zielproteine zustanddie Ribosomen-Biogenese,
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Transkription, Proteinsynthese und den mitochoteliiaMetabolismus regulieren. Der
MTORC2 dagegen reguliert die Phosphorylierung v&tiPKB an Serin-473 und damit die
vollstandige Aktivierung von Akt/PKB (Vijapurkar el., 2012). Die Kinase mTOR kann
durch diverse Rapamycin-Analoga, so genannte Rgpdlp.B. Temsirolimus, Everolimus),
blockiert werden. Rapamycin wurde von all diesesfanzen am intensivsten untersucht,
wurde und wird in vielen Bereichen angewandt undrdeuEnde der 90iger Jahre als
Immunsuppressivum, zur Verhinderung von Organabstg@n nach Transplantationen,
zugelassen. Aber auch fur die anderen Rapalogaegibmittlerweile zahlreiche klinische
Studien in diversen Tumorentitaten (Peramo und Bar013; Dronca et al., 2013; Frost et
al., 2013). Alle mTOR-Inhibitoren zeichnen sich cuihre antiproliferativen Effekte und den
Zellzyklusarrest in der G1-Phase aus, wie es fimphlyome, kleinzellige Lungenkarzinome,
Rhabdomyosarkome, Melanome und Mammakarzinome bebenh wurde (Carraway und
Hidalgo, 2004; Lasithiotakis et al., 2008; Bundsehet al., 2008; Peramo und Marcelo, 2013;
Muller et al., 2013; Moad et al., 2013) und hier tlie verschiedenen Melanomzelllinien
gezeigt werden konnte. Neben der antiproliferatiéinkung wurde speziell fur Rapamycin
und Temsirolimus (CCI-779) auch eine Autophagiedndrende Wirkung nach Behandlung
mit hohen Konzentrationen beschrieben. InduktionAlgophagie durch Rapamycin kann zu
einem Uberleben des Tumors und damit zu einer pisthen Limitierung seiner Wirksamkeit
fuhren (Xie et al., 2013). In Ubereinstimmung mieéskm Bericht konnte eine signifikante
Induktion der Autophagie in Melanomzellen nach Bellang mit hohen Konzentrationen
Rapamycin nachgewiesen werden.

Gegensatzliche Berichte gibt es allerdings zu deguRation von Akt/PKB durch Rapamycin
und die verschiedenen Rapaloga. In hamatologisdhanoren fuhrte die Behandlung mit
Rapamycin zu einem Anstieg der Phospho-Akt LevelZérvixkarzinomzellen dagegen zu
einem verminderten Level von mTORC2 und damit ameteinem verminderten Level der
Akt-Serin-473-Phosphorylierung (Muller et al., 2018nd obwohl der mTORC?2 initial als
nicht Rapamycin-empfindlich beschrieben wurde, habatersuchungen einen Einfluss von
Rapamycin auf den mTORC2 in verschiedenen Tumemzeilachgewiesen (Sarbassov et al.,
2006; Dancey, 2010). In Anlehnung an diese Datamt@eine leichte Herunterregulierung
der Serin-473-Phosphorylierungsstelle von Akt/PKBacin Rapamycinbehandlung in

Melanomzellen gezeigt werden.

TRAIL-Sensitiverung von Melanomzellen durch Rapamyc

Ebenfalls gegensatzliche Berichte gibt es zu deopfgseinduktion durch Rapamycin und

andere Rapaloga. In Nierenzellkarzinomen, Astramgio und Pankreaskarzinomzellen konnte
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keine apoptotische Antwort nach Inhibition von mT@Rchgewiesen werden, was mit der
Inhibition der negativen Regulation (feedback) d&d/PKB-Signalweges erklart wurde
(Vijapurkar et al., 2012). In hamatologischen Malt§ten wie Mantelzell-Lymphomen, Non-
Hodgkin-Lymphomen sowie multiplen Myelomen wurdezggt, dass Rapamycin und
Temsirolimus zu einer Apoptoseinduktion fihrtenodtret al., 2013). Verschiedenen mTOR-
Inhibitoren wurde eine additive oder synergistiscNéirkung in Kombination mit
konventionellen Chemotherapeutika wie Cisplatin @atlitaxel nachgesagt (Populo et al.,
2012). In Leukamiezellen fuhrte die Behandlung det Kombination aus Rapamycin und
einem Inhibitor der Checkpoint-Kinase 1 (Chk1) Herunterregulation von Bcl-2-Proteinen
wie Mcl-1, Bcl-x. und Bcl-2 sowie von wichtigen Zellzyklusregulatoreie Zyklin D1 und
Cdc2. Parallel dazu konnte eine Aktivierung des Jbighalweges nachgewiesen werden
(Desai et al., 2002; Hahn et al., 2005; Pannerlet2806). Fur Melanomzellen wurde
beschrieben, dass die Kombination von Rapamycin Techozolomid (ein alkylierendes
Zytostatikum) die Zellen fur die Temozolomid-inde#e Apoptose sensitiviert. Ebenso
wurden synergistische Effekte fir die KombinatioonvTemsirolimus und DTIC oder
Cisplatin beschrieben (Sinnberg et al., 2009; Daoetal., 2013). Und auch Kombinationen
von mTOR-Inhibitoren mit MAPK-Inhibitoren oder Celexib fihrten in Melanomzellen zu
einer Apoptoseinduktion, zu inhibiertem Zellwackmstund zu einem Verlust der Invasivitat
(Bundscherer et al., 2008; Lasithiotakis et alQ&0 In Glioblastomzellen allerdings konnte
Rapamycin weder fir die TRAIL-induzierte noch dieox@rubicin-induzierte Apoptose
sensitivieren (Opel et al., 2008). In Melanomzellamrde die Kombination von Todesliganden
wie TRAIL und Rapaloga bis jetzt noch nicht in Eguadig gezogen. Die Kombination von
Rapamycin und TRAIL fuhrte zu einer additiv verktén Apoptose in sensitiven und
moderat-sensitiven Melanomzellen und war in dereLagluzierbare TRAIL-Resistenzen zu
Uberwinden. Allerdings konnten praexistente Resmta durch diese
Kombinationsbehandlung nicht tberwunden werden. Miegt zu Grunde, dass Rapamycin
selbst keine Apoptose induzieren kann und nur adsstédrker flr die TRAIL-induzierte

Apoptose fungiert, welches aber in diesen Zellanéw Effekt hat.

Mechanismen der Rapamycin-vermittelten TRAIL-Sevigitung

Der von Rapamycin vermittelte Mechanismus ist l@ath nicht vollstandig verstanden, aber
die Inhibition der Tumorvaskularisierung (Sullyat, 2012), die Regulation der Familie der
Bcl-2 Proteine (Li et al., 2013) und der Verlustsdmitochondrialen Membranpotentials
wurden als essenziell beschrieben. Die Behandlubdrapamycin fuhrte zu einer Inhibition

der Aktivitat von Tumorassoziierten lonenkanalenl mnr Regulation von CDO8Effektor-T-
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Zellen (Sully et al., 2012). Die Kinase mTOR istder Lage durch die p70S6-Kinase und das
Protein 4EBP1 den apoptotischen Zelltod zu konewdh. Es wurde beschrieben, dass
Aktivierung der p70S6-Kinase durch mTOR die Apoptddockieren kann und zwar durch
Hochregulation der Expression antiapoptotischertdite wie Bcl-2 und Bcl-x und einer
Inaktivierung des proapoptotischen Proteins Bad. dnderen Tumorentitaten wie
Glioblastomen konnte gezeigt werden, dass sich mTrDRitoren erfolgreich mit TRAIL
kombinieren lieBen (Panner et al., 2006) und esimar Aktivierung der Caspasenkaskade,
zum Verlust des mitochondrialen Membranpotential®d uzur Freisetzung von
proapoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien kam

In Anlehnung an diese Daten konnte zwar eine Pstaesg der Initiatorcaspase-8 gezeigt
werden, die jedoch nach Behandlung mit RapamyciALRicht signifikant verstarkt war.
Im Gegensatz zu den Berichten steht die fehlend@viBkung der Initiatorcaspase des
intrinsischen  Signalweges (Caspase-9) und die (st&odige Prozessierung der
Effektorcaspase-3. Dies spricht fur eine ausscldbggde Rolle von nachgeschalteten
Regulationsschritten und, vergleichbar zum PI3Kiditbr Wortmannin, eher fur eine
Caspasenunabhangige Apoptose. Ahnliche Berichteegibus leukamischen T-Lymphozyten,
die nach Rapamycinbehandlung zwar keine Veranderuimgder Expression von Bcl-2, p53,
p21, p27 oder Rb zeigten, aber eine verminderte rdSgpn von wichtigen
Zellzyklusregulatoren, eine erhohte Proteinexpogssivon Bak, Veranderungen im
mitochondrialen Membranpotential sowie eine stdRk&S-Produktion. Diese Veradnderungen
waren mit einer fehlenden Caspasenaktivitat verbnr{€hoi et al., 2008).

Und in der Tat konnte hier eine malR3gebliche Aktivigy des mitochondrialen Apoptose-
Signalweges durch ein vermindertes mitochondrisdesnbranpotential gezeigt werden. Die
Bedeutung der Mitochondrien fur die Rapamycin-inde Sensitivierung konnte in Jurkat-
Leukdmiezellen gezeigt werden. Hier konnte die Bimgl von mTOR an VDAC gezeigt
werden und dass die Blockierung dieser Interaktiorch Bindung von Rapamycin an mTOR
zu einer besseren und schnelleren Ausbildung dierchondrialen Permeabilitdtsporen (PTP,

engl.: permeability transition pore) fuhrte (Destal., 2002).

Die Bedeutung von ROS und der Bcl-2-Proteine férRiapamycin-vermittelte

Sensitivierung

Zu der Bedeutung von ROS in Bezug auf Rapamycirt gi# kontroverse Berichte. In
Prostatakarzinomzellen und Leuk&miezellen wurde hnd&apamycinbehandlung eine
vermehrte ROS-Produktion nachgewiesen, die mitrekkéivierung der p38-MAPK und der
Aktivierung von JNK in Verbindung steht (Choi et,a?008; Giampietri et al., 2012). In
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Lungenkarzinomzellen fuhrte Rapamycin zu einer $eggion der ROS-abhéngigen Apoptose
durch Selenomethionin (Suzuki et al., 2011). Andgeeichte haben gezeigt, dass Rapamycin
in Nierenkarzinomzellen hauptsachlich durch ROSdiOsman et al., 2009). Vergleichbar
zu Prostata-, Nierenkarziom- und LeukamiezellemytsoRapamycin auch in Melanomzellen
fur eine vermehrte ROS-Produktion.

Die Bcl-2-Proteine, die den intrinsischen Apoptigeslweg kontrollieren, haben auf
besondere Weise die Apoptoseinduktion von RapamiRiAIL beeinflusst. Der Knockout
von Bax und die Uberexpression von Bcl-2 fiihrtereiner nahezu vollstandigen Blockierung
der Rapamycin/TRAIL-induzierten Apoptose. Die ehtidende Rolle von Bax in der
Apoptoseresistenz wurde durch die Anwendung eindsridinal-spezifischen Antikorpers
von Bax und von phosphospezifischen Antikorpern Bax sichtbar, die eine friihe
Aktivierung von Bax nachweisen konnte. So restkielie Behandlung von Rapamycin alleine
in einer signifikanten Aktivierung von Bax (Bax-NTnd einer Zunahme der aktivierenden
Phosphorylierung an Threonin-167 von Bax bereitsriach Behandlung, obwohl noch keine
Apoptoseinduktion zu beobachten war. Folglich induzRapamycin selbst keine Apoptose,
offnet aber die Pforte fur die Apoptoseinduktiordarer Stimuli wie TRAIL, wobei hier der
Schalter die Aktivierung von Bax darstellt. EineeMahl von Kinasen konnte an den
Regulationsmechanismen der Bax-Phosphorylierung Threonin-167 durch Rapamycin
involviert sein, denn die Aktivierung von ASK-1, ENp38-MAPK, ERK1/2, PKC und CDKs
durch ROS wurde bereits berichtet (Li et al., 200drbon et al., 2012). Entscheidend aber ist,
dass die Produktion von ROS und die frihe Aktivigrvon Bax flr die Rapamycin/TRAIL-

induzierten Apoptose von essenzieller Bedeutungeau scheinen.
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Fazit

Zusammenfassend zeigen die hier prasentierten &igpeb effiziente Strategien, um die
bestehenden und induzierbaren Todesliganden-Reztstan Melanomzellen zu Gberwinden
und auch vor diesen zu schiitzen. Die in dieserifdngefihrten Untersuchungen bieten eine
Grundlage fur das Verstandnis der Mechanismen desitvierung fur die TRAIL-induzierte
Apoptose in Melanomzellen. Die Grundlage der Renist die fur das unterdriickte
Ansprechen von Melanomzellen auf TRAIL zustandig, isasiert auf vier wichtigen
antiapoptotischen Schritten. Diese sind 1.) dieelnobevel an Bcl-2-Proteinen, 2.) die hohen
Level an clAPs, 3.) die unterdriickte AktivierungwBax und 4.) die Herunterregulation der
Todesrezeptoren (Kurbanov et al., 2007; Eberld.e2807b; Agrawal et al., 2008; Quast et
al., 2012). So erscheint die Modulation der Baxgpimorylierungslevel, die die Aktivierung
von Bax beeinflussen kdnnen (Kim et al., 2006a; &&énund Manon, 2011), als eine sehr
geeignete Strategie um die TRAIL-Sensitivitdt vorldhomzellen zu erh6hebies sollte bei
einer effizienten therapeutische Strategien beidbkgt werden. Aber auch Strategien zur
Uberwindung der 1APs durch SMAC-Mimetika (Fulda unducic, 2012) oder der
antiapoptotischen Bcl-2-Proteine durch Obatoclaan@ et al., 2009; Espona-Fiedler et al.,
2012) oder ABT-737 (Anvekar et al., 2012; Reulahdlg 2012) kdonnen TRAIL-Resistenzen
uberwinden und sollten fur eine nachhaltige Melath@rapie in Betracht gezogen werden.
Auch Kinaseinhibitoren, insbesondere Inhibitores B43K-Akt/PKB-mTOR und des MAPK-
Signalweges, scheinen fur die Melanomtherapie gvékprechend zu sein. Daten aus den
jungsten klinischen Studien mit Vemurafenib, eineimdermolekularen Inhibitor gegen das
mutierte BRAF, lassen einen Durchbruch bei der Matatherapie erhoffen (Sosman et al.,
2012). Inhibition von BRAF fordert die Expression des ppoptotischen Proteins Bim. Die
Inhibitoren des PI3K-Akt/PKB-mTOR Signalweges famdelagegen die Aktivierung von Bax.
Neben den Kinaseinhibitoren wiirden sich auch Inbibh der C&-abhéngigen Kaliumkanéle
fur eine effektive Therapie anbieten, da sie beztedeg Faktoren wie SMAC und Bax positiv
regulieren kdénnen. Die Verwendung von Senicapoca®C-Inhibitor) bei der Therapie von
Sichelzellandmie und diversen proliferativen Erkamgen sowie Autoimmunerkrankungen
hat sich zudem als unbedenklichen erwiesen (Wulff Gastle, 2010). Die proapoptotischen
Bcl-2-Proteine und der IAP-Antagonist SMAC repragen sich als absolut essenziell fur die
Melanomtherapie, so dass deren Expression und i8kiivg fiir eine erfolgreiche Therapie
Rechnung getragen werden sollféerapeutische Strategien zur Uberwindung der TRAIL
Resistenz sollten gegebenenfalls darauf getestetiewe ob sie in der Lage sind, diese

wichtigen proapoptotischen Faktoren zu regulieren.
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Die Verwendung von Todesliganden kdnnte korperaigéegllen bei der Immunantwort gegen
das Melanom unterstiitzen, da Todesliganden fur mghozyten physiologische Signale in
der anti-tumoralen Immuniberwachung darstellen ¢Gardi und Gores, 2009)insichtlich

moglicher proapoptotischer Therapieansatze erscheie TRAIL-Monotherapie eher als
ungeniigend, da TRAIL in seiner Effizienz durch smthnell entwickelnde Resistenzen
gemindert wird (Dimberg et al., 2012b). Jedoch kériie Verwendung von Todesrezeptor-
spezifischen agonistischen Antikérpern, deren Vdinkiseit bereits in klinischen Studien
untersucht wird, in Kombination mit den hier verwleten Signalwegsinhibitoren, TRAM-34,
Wortmannin und Rapamycin zu einem Durchbruch in @BAIL-vermittelten Therapie

fuhren.
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Material und Methoden

Zelllinien und Zellkultivierung

Zelllinien

(1) Humane maligne Melanom-Zelllinien

Folgende maligne Melanom-Zelllinien wurden verweande375 (Giard et al., 1973) und
Mel-HO (Holzmann et al., 1988), gewonnen aus Priumoren. SK-Mel-13, SK-Mel-28
(Carey et al., 1976), MeWo (Kerbel et al., 1984J iuel-2a (Bruggen et al., 1981) wurden

aus Metastasen gewonnen.

(2) Subklone von A-375

Subklone von A-375 wurden aus parentalen A-375efefhittels stabiler Transfektion
eines pIRES-Bcl-2-Plasmids (A-375-Bcl-2) und eingdRES-Leer-Plasmids (A-375-
Mock) generiert. Das pIRES-Plasmid stammt von @oht(Palo Alto, CA, USA) und die
beschriebenen Subklone lagen zu Beginn dieser Paxkigit breits im Labor vor (Raisova
et al., 2001).

(3) TRAIL-resistente Melanomzelllinien

Zur Generierung TRAIL-resistenter Melanomzellliniemrden parentale A-375, SK-Mel-
13 und Mel-HO Zellen in Zellkulturflaschen ausgesat kontinuierlich mit 100 ng/mi
TRAIL fur 8 - 10 Wochen selektiert. Nach Erreichdgr Konfluenz der selektierten Zellen
wurden diese passagiert und kontinuierlich in Waghsmedium mit 5 ng/ml TRAIL

gehalten (Kurbanov et al., 2007).

(4) CH-11-resistente Melanomzelllinien

Parentale A-375 und Mel-HO Zelllinien wurden in [Kalturflaschen ausgeséat und
kontinuierlich mit 20 ng/ml antagonistischem CDO9&tkorper (CH-11) fur 8 - 10

Wochen selektiert. Nachdem die selektierten Zahes Konfluenz erreicht hatten wurden
diese passagiert und kontinuierlich in Wachstumsumedmit 5 ng/ml CH-11 gehalten
(Kurbanov et al., 2007).

(5) Andere Zelllinien

Fur die transiente Transfektion von KCa3.1 wurdee dhumane embryonale
Nierenkarzinom-Zelllinie HEK-293 (DSMZ, CRL-1126&raunschweig, Deutschland)

verwendet.
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Als Positivkontrolle fir die Oberflachenexpressider Decoy-Rezeptoren wurden HelLa
Zervixkarzinomzellen (ATCC, Maryland, MD, USA) ur8wW480 Kolonkarzinomzellen
(ATCC) verwendet. Fur die funktionelle Analyse ax, Bak und p53 wurden parentale
HCT-116 Kolonkarzinomzellen (ATCC) mit funktionetfeBax, Bak und p53 verwendet.
Isogene Sublinien haben entweder einen Bax-Knockeinen Bak-Knockdown, einen
Bax/Bak-Doppelknockdown oder eine p53-Defizienz.e Bax/Bak-Zellklone wurden
freundlicherweise von B. Vogelstein (John Hopkiren€er Center, Baltimore, USA), die
p53-Zellklone von A. Paschen/D. Schadendorf (Hamtizentrum Essen, Deutschland)
zur Verfigung gestellt. Die Subzelllinien lagenditx vor Beginn der Arbeit im Labor vor.

Zellkultur — Kultivierung

Alle verwendeten Zelllinien wurden im Brutschrankib37°C in einer Wasserdampf
gesattigten Atmosphare mit 5% gkKultiviert. Folgende Medien kamen zum EinsddMEM

(Dulbecco'sM odified Eagle'sMedium; 32430, Gibco) mit 4,5 g/l Glucose, 25 mM Egp
Glutamax, 10% FCS und 1% Penicillin/Streptomycimlgénde Zelllinien wurden damit
kultiviert: A-375, A-375-TS, Mel-HO, Mel-HO-TS, SKiel-13, SK-Mel-13-TS, Mel-2a,
MeWo, SK-Mel-28. Das Medium zur Kultivierung der AR-selektierten Zellen wurde

zusétzlich mit 5 ng/ml TRAIL versetzt, um die béstede Resistenz aufrechtzuerhalten.
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) (32430p&) mit 4,5 g/l Glucose, 25 mM
Hepes, Glutamax, 10% FCS, Geniticin (Gibco, 50 ngZnml) und Hygromycin (Boehringer,
50 mg/ml; 0,5 ml) wurde als Medium fir die Kultimieng der stabil transfizierten A-375-
PIRES und A-375-Bcl-2 Zellklone verwendet.

DMEM (Dulbecco's Maodified Eagle's Medium) (32430p&) mit 4,5 g/l Glucose, 25 mM
Hepes, Glutamax, Pyruvat, 10% FCS und 1% PeniStiireptomycin wurde zur Kultivierung
der HEK-293 Zellen verwendet. RPMI 164Raswell Park M emoriall nstitute) mit 10% FCS,
1% Penicillin/Streptomycin und L-Glutamin (BiochromBerlin, Deutschland) wurde zur
Kultivierung der SW480 Kolonkarzinom- und der HeZexrvixkarzinomzellen verwendet.

Die verwendeten Zelllinien wachsen adhérent auf de@oden der Kulturflaschen. Das
Zellmedium wurde etwa jeden dritten Tag erneuedbev vor jedem Mediumwechsel die
Zellen mit sterilem PBS (ohne €aund Md") gespiilt wurden, um tote Zellen und saure
Stoffwechselprodukte zu entfernen. Um die Zellenpassagieren, wurden diese mit PBS
gewaschen und mit 1 ml Trypsin/EDTA-L6sung inkubiddach Ablésung der Zellen vom
Boden wurden sie mit Medium von der Kulturflaschbgespilt und in ein 50 ml
Zentrifugenréhrchen Oberfihrt. Das FCS im Mediumakiiviert die proteolytischen

Eigenschaften des Trypsins. Die Zellen wurden fimié bei 1100 rpm zentrifugiert und das
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Pellet in 10 ml Medium resuspendiert. Die Zellenrdan je nach Proliferationsrate mit

entsprechender Zellzahl fir die Versuche ausgesgitweiter kultiviert.

Einfrieren von Zellen

Die Zellen wurden mit PBS (ohne €aund Md*) gewaschen, trypsiniert und in 10%
FCS-haltigem Medium 5 min bei 1100 rpm zentrifugi®as Zellpellet wurde in Medium

mit 50% FCS und 20% DMSO resuspendiert und in Kilyozhen Gberfihrt. Das DMSO
in der Losung verhindert die Bildung von Eiskrikal in den Zellen. AnschlieRend
wurden die Réhrchen in Zellstoff verpackt und laargdiber Nacht bei -80°C eingefroren.
Zur endgultigen Lagerung wurden die Rohrchen irckStoff-Tanks tberfuhrt und bei -

140°C aufbewahrt.

Verwendete agonistische Antikorper

Die Todesliganden-vermittelte Apoptose wurde migémden Todesliganden bzw. Rezeptor-
agonisten induziert: KillerTRAIL (soluble, humanekombinant, ALX-201-073, Alexis,
Gruenberg, 20 ng/ml), TNF«T-0157, Sigma, Taufkirchen, Deutschland, 10 nyimid dem
agonistischen anti-CD95-Antikorper CH-11 (Beckmawulter, Krefeld, Deutschland, 10-100
ng/ml).

Verwendete Reagenzien

Als Pancaspasen/Panproteasen-Inhibitorn wurden €B¥YB (Quinoline-Valine-Aspartic-
CH2-O-Phenyl, OPH109, MP Biomedicals, Solon, OHAYEL0 uM) und zVAD-fmk (R&D
Systems, Minneapolis, MN, USA, 10 uM) eingesetzir e unterschiedlichen Stratgien der
TRAIL-Sensitivierung wurden die nachfolgenden Intalen eingesetzt:

Wortmannin (gewonnen awRenicillium funiculosumB-9935, Sigma Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) (4-16 pM) und Rapamycin (gewonnen &ieeptomyces hygroscopicu0395,
Sigma Aldrich) (80-160 nM) zur Blockierung des P3Kt/PKB-mTOR Signalweges.
TRAM-34  (1-[(2-Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H-pyzal) ((Wulff et al.,, 2000);
freundlicher Weise zur Verfigung gestellt von H.[¥/uBan Diego, CA, USA) (200 nM — 80
HM) und das Skorpiongift Charybdotoxin (CTX, isotiausLeiurus quinquestriatus hebraeus
C 7802, Sigma Aldrich) (100-200 nMjur Inhibition des CH-abhangigen Kaliumkanals
KCa3.1 (IK1).
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Zur Induktion von ER-Stress wurde Tunicamycin (gamen ausStreptomyces spT7765,

Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) (1-5 pM), ein Hibitor der N-Acetylglucosamin-
Transferase eingesetzt.

Zur Loésung des KillerTRAIL wurde ein entsprechenddlerTRAIL Lagerungspuffer (ALX-

505-005, Enzo Life Sciences, Lorrach, Deutschlaetjvendet.

Zellbiologische Methoden

Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur npdtametrischen Analyse einzelner Zellen.
Bei diesem Prinzip konnen Zellen in Abhangigkeiteih GroRe, Granularitat oder der
spezifischen Anfarbung detektiert werden. Suspetaligellen werden mit Uberdruck durch
eine Messkammer gedrickt. Beim Eintritt in die Kaennmwerden die Zellen in einer
Tragerflissigkeit stark beschleunigt, wodurch smtigliche Zellaggregate auflésen. Die so
vereinzelten Zellen werden an einem Argonlaser [@d&inge = 488 nm) vorbeigefuhrt.
Somit ergibt sich aus der Vorwartssteruung (FSG)ldesers die GrolRe der Zelle und aus dem
im rechten Winkel gestreuten Laserlicht, der Seits&gireuung (SSC), die Granularitat der
Zelle. Uber drei weitere Messkanéle (FL1= 530 nm, FL2: = 585 nm, FL3: = 650 nm)
kann gleichzeitig zu den anderen beiden Parameiernt verschiedener Wellenlangen
detektiert werden, was in der Analyse von fluoregmearkierten Antikbrpern Anwendung
findet.

Abbildung 58: Optischer Aufbau eines FACSCalibur Duchflusszytometers.
(Quelle: BD FACS Broschire; http://www.bdbiosciesc®m/instruments/facscalibur/index.jsp)
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Mit diesem Verfahren kénnen Strukturen auf der asdfflache oder nach Permeabilisierung
der Zellen auch im Zellinneren nachgewiesen werdddie hier dargestellten
durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden mieinem FACSCalibur
Durchflusszytometer (BD Bioscience) durchgefiihrie Derarbeitung der Daten erfolgte mit
der CellQuest Software (BD Bioscience) oder mittlsaMDI Version 2.9 (The Scripps
Research Institute, La Jolla, CA, USA).

Oberflachenexpression - Rezeptoren

Die Oberflachenexpression der zu analysierenden efRem=n erfolgte mittels
Durchflusszytometrie.

Das Protokoll in KirzeFiur den Nachweis der Oberflachenexpression derlIfR&zeptoren
(DR4 und DR5) sowie der Decoy-Rezeptoren (DcR1 Do&2) wurden die Zellen mittels
EDTA geerntet und 5 min bei Raumtemperatur und 1200 zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde mit PBS gewaschen und 1x° ®ellen/ml in 100 ul PBS mit 1% BSA resuspendiert.

Anschliel3end wurden die Proben fir 30 min mit detsg@echenden Antikorpern inkubiert.

Als Kontrolle wurde parallel die Bindung eines lgnontrollantikbrpers bestimmt. Nach der
Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen mnitdeinem sekundaren PE-markiertem
Antikorper fur weitere 30 min bei 4°C inkubiert. tfaeinem erneuten Waschschritt wurden
die Proben umgehend mit dem FACSCalibur Durchfiytssmeeter (FL3; 10.000 Zellen)
gemessen. Als Positivkontrollen fir die Decoy-Réaem wurden  SWA480
Kolonkarzinomzellen und HelLa Zervixkarzinomzellesrwendet.

Verwendete Antikorper TRAIL-R1/DR4 (ALX-804-297, Alexis, HS101, 1:100)fRAIL-
R2/DR5 (ALX-804-298, Alexis, HS201, 1:100); DcRX+{85308, Santa Cruz, 1:100); DcR2
(sc-65311, Santa Cruz, 1:100); 1gG1 Isotypen-Amplked (clone MOPC-31C, 278-010, Ancell,
Bayport, MN, USA; 1:100); Sekundarantikdrper Phygt®in-markierter (PE) Ziege anti-
Maus IgG1-Antikorper (ALX-211-201-C050, Alexis, DQ).

Blockierungsexperimente — Rezeptoren

Fur die Blockierungsexperimente wurden die Zellent melektiven, antagonistischen
Antikorpern gegen TRAIL-R1/DR4 (ALX-804-297; Alexid0 pg/ml) und TRAIL-R2/DR5

(Alx-804-298, Alexis, 10 pug/ml) fur 1 h vorinkubterAnschliel3end erfolgte die Behandlung
mit TRAIL und/oder verschiedenen Inhibitoren. Natisprechender Inkubationszeit (8-24 h)
wurden die apoptotischen Zellen nach Propidiumjdgiidoung mittels Durchflusszytometrie

quantifiziert.
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Nachweismethoden — Apoptose

Ein charakteristisches Merkmal der Apoptose ist leiagmentierung der DNS. Fir dieses
Ereignis stehen verschiedene Nachweismethoden ediijing. Zum einen gibt es einen
ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) zum dieek Nachweis von freien DNS-

Enden, zum anderen den Nicoletti-Assay (Riccardi Nicoletti, 2006), bei dem apoptotische
Sub-G1-Zellpopulationen mittels durchflusszytonsstner Analyse nach Propidiumjodid-

Farbung quantifiziert werden.

Enzyme-linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Der Nachweis der DNS-Fragmentierung erfolgt mit@#l Death Detection ELISERoche
Applied Science, 11544675001, Mannheim, Deutschle®ei dieser Methode werden Mono-
und Oligonukleosomen nachgewiesen, die sich infdeEgeDNS-Fragmentierung in

apoptotischen Zellen bilden (Eberle et al., 2003).

Abbildung 59: Prinzip des Cell Death Detection ELI$\ Assays.

Der Test wird in einer Streptavidin-beschichteteikrgtiterplatte durchgefuhrt. Es bildet sich einri{plex
(Sandwich) aus anti-Histon-Biotin-Antikdrper undtialDNS-Peroxidase-Antikérper mit den Nukleosomen
des Zellysates. Die Detektion erfolgt Uber das AESUBstrat.

(Abbildung aus dem Datenblatt; http://www.rochelag}science.com/proddata/gpip/3_5_3 21 2 1.html)

Die zu untersuchenden Zellen wurden trypsinisiad durch Zentrifugation (5 min, 1200 rpm)
pelletiert. Der Uberstand wurde fiir den Nekrosefivags abgenommen und aufbewahrt. Das
Zellpellet wurde in 1 ml Lysepuffer resuspendidity 30 min bei Raumtemperatur (RT)
inkubiert und anschlieRend abzentrifugiert (10 ndiBQ0 rpm). Fir den Nachweis der DNS-
Fragmentierung wurden 20 pl Lysat in eine mit Saejlin beschichtete 96-Well-Platte
(mitgeliefert) pipettiert und mit 80 pl Reagenzgeah [bestehend aus biotinyliertem anti-
Histon-Antikorper (1:20) und Peroxidase-konjugiertanti-DNS-Antikdrper (1:20, verdinnt
in Inkubationspuffer, mitgeliefert)] fir 2 h bei Riikubiert. Danach wurde die Mikrotiterplatte
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dreimal (je 300 pl/Well) mit Inkubationspuffer gesednen um so ungebundenen Antikérper zu
entfernen und anschlieRend mit einer Peroxidasst&ildsung (100 ul/Well; enthalt ABTS =
2,2'-azino-di-(3-ethylbenzthiazoline Sulfonate)y fid min bei RT inkubiert. Direkt nach der
Inkubation erfolgte die photometrische Bestimmumg debundenen, Peroxidase-markierten
Antikorper-DNS-Komplexe mittels eines ELISA-ReadgiBynatech, MR5000) bei einer
Wellenl&nge von 405 nm.

Propidiumjodid-Farbung

Die Quantifizierung des Anteils an apoptotischemddiploiden Zellen (sub-G1-Zellfraktion),
in Prozent, erfolgte mittels Durchflusszytometri¢ierbei wird der DNS-Gehalt von Zellen

mittels PI-Farbung nachgewiesen (Riccardi und Nittnl2006).

Das Protokoll in KiirzeDie Zellen wurden mittels Zentrifugation (5 mirf,aD rpm) geerntet,

zweimal mit eiskaltem PBS gewaschen und in eineFd@belbésung bestehend aus PI (50
g/ml, sc-3541, Santa Cruz), Natriumcitrat (0,1%4641, Sigma), Triton X-100 (0,1%,
37238, Serva) fur mindestens 1 h inkubiert und¥6-Gehalt der Kerne unter Verwendung
des Fluoreszenzdetektors FL-3 durchflusszytométrisestimmt. Die Auswertung erfolgt

mittels der CellQuest Software oder WinMDI Softwaversion 2.9.

Hoechstfarbung - Bisbenzimidfarbung

Fur die Darstellung der Apoptose auf Einzelzellaivererwendet man zur Zellkernanfarbung
den Farbstoff Bisbenzimid (Hoechst-33342). Bisbenziinterkaliert in die DNS und farbt die
Chromatin-Kondensation an. Apoptotische Zellkerngcleeinen nach Bisbenzimid-Farbung

starker angefarbt und von geringerer Grol3e alsngiesdellkerne.

Das Protokoll in KirzeSubkonfluent gewachsene Zellen wurden 48 h nadtami#ung mit

verschiedenen Reagenzien trypsiniert und mit PESli@uZellzahl 50.000/1001I eingestelit.
Mit Hilfe einer Cytospin-Zentrifuge wurden 50.0081&n auf einen Objekttrager zentrifugiert.
Nach Lufttrocknung wurden die Zellen in 4%-iger &armaldehyd-Losung fir 30 min bei
4°C fixiert und anschlielend einmal mit PBS gewascltDie Zellen wurden nun fir 20 min
bei Raumtemperatur im Dunkeln mit Bisbenzimid-Fé&ibeng (1 g/ml) inkubiert. Die Zellen
wurden erneut mit PBS gewaschen und dann in Moguiladium eingebettet. Anschlie3end
wurden die Zellen im Fluoreszenzmikroskop ausgestierZur Quantifizierung wurden
mindestens 200 Zellen pro Ansatz gezahlt. Die agiigohen Zellen wurden als Prozentangabe

der Gesamtzellzahl angegeben
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Verwendete Reagenzien und Lésundgisbhenzimid Sigma, Deutschland; Ig/ml in PBS

Bisbenzimid-Fixierungslésung: 4 g Formaldehyd ad 40 PBS;
Bisbenzimid-Permeabilisierungslosung: 0,2% Trited00 ad 100 ml PBS

Nachweismethode — Zytotoxizitat/Nekrose

Der Nachweis der Zytotoxizitat erfolgte mittels Maeis der Laktatdehydrogenase (LDH) im
Zellkulturiberstand mit denCytotoxicity Detection Kit(LDH, Roche Applied Science;
11644793001). Durch aul3ere Einflisse wie mechamiSdhadigung oder Strahlung kann es
zur Schéadigung der Plasmamembran und damit zurndplater Zellen kommen. Hierbei wird
unter anderem das Enzym Laktatdehydrogenase feggesd kann mit Hilfe deSytotoxicity
Detection Kitim Zellkulturiiberstand nachgewiesen und quantifizieerden. Die Messung der
Aktivitat erfolgt in zwei enzymatischen Reaktioném. ersten Schritt wird NADzu NADH +

H* reduziert durch die Oxidation von Laktat zu Pyrtuva zweiten Schritt wird H/Hauf ein
Tetrazoliumsalz Ubertragen, was dadurch zu Formaeduoziert wird (Farbumschlag). Die

Aktivitat der LDH im Uberstand ist proportional zMenge der Zellen.

Abbildung 60: Prinzip des Cytotoxicity Detection Asays

Die Aktivitat der Laktatdehydrogenase im Zellkuiiberstand katalysiert im ersten Schritt die Ox@hatron
Laktat zu Pyruvat, wodurch NADzu NADH/H" reduziert wird. Nachfolgend wird #H auf das
Tetrazolium-Salz (gelb) tbertragen, wodurch dagqghetrisch quantifizierbare Formazan-Salz (rotstftt
(Abbildung aus dem Datenblatt).

Das Protokoll in Kirze: Der Zytotoxizitdts-Nachweis erfolgt parallel zum NB-

Fragmentierungs-ELISA oder zur Propidiumjodid-Fanrdpul0 | des Zellkulturiiberstandes
(zellfrei) wurden abgenommen und 1:4 mit PBS verdiimd in eine 96-Well-Platte Gberfuhrt.
Nach Zugabe von 50 pl des Reaktionsgemisches vdied@latte fir 20 min im Dunkeln unter
standigem Schutteln inkubiert. Danach erfolgt dietpmetrische Bestimmung, mittels eines
ELISA-Readers (Dynatech, MR5000) bei 490 nm. ZuswWertung des Versuchs wurde der
blank-Wert (nur Medium) von allen Werten abgezogdie, unbehandelte Kontrolle auf den

Wert 1 gesetzt und alle anderen Werte darauf bezoge
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Nachweis Proliferation - Wachstumskurven

Zur Erstellung von Wachstumskurven wurde die Zehtk kontinuierlich Gber eine Echt-Zeit-
Zell-Analyse (ealtime cell analysis, RTCA, xCELLigence, Roche Diagnostics, Peng,
Deutschland) gemessen. Die Messtechnik basiertvakroelektroden, die auf dem Boden
jedes Wells einer speziellen 96-Well E-Platte inexg sind. Der Widerstand der Zellen in
einem Well steht in direktem Verhaltnis zur Zelldie.

Das angewendete Protokoll in KirZero Well wurden 2.500 bis 5.000 Zellen ausgesdt un

nach 24 h mit verschiedenen Reagenzien in untedlethhen Konzentrationen und
Kombinationen behandelt. Die Messung wurde Ubegreifeitraum von etwa 100 h in Mess-
Intervallen zwischen 15 Minuten und 1 Stunde duedtigrt.

Nachweismethode — Zellvitalitat

Nachweis der Zellvitalitat, der Lebensfahigkeit déellen, erfolgte mittels WST-XLell
Proliferation Assay(11644807, Roche Applied Science, Mannheim) weldmeAktivitat von

mitochondrialen Enzymen nachweist.

Abbildung 61: Prinzip des WST-1 Cell proliferation Assays.

Spaltung des Tetrazoliumsalzes WST-1 (4-[3-(4-Idaayl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-bemee
disulfonat) zu Formazan. EC steht fur Elektronemitopgsreagenz; RS fir das mitochondriale Succinat-
Tetrazolium-Reduktase-System. (Abbildung aus deteim#att).

Das Protokoll in Kiirzein 96-Well-Platten wurden 2,5 - 5 X1@ellen in 200 | Medium

ausgesat und mit verschiedenen Reagenzien in ohtedéichen Konzentrationen und
Kombinationen behandelt. Nach 24 h wurden 100 pdidta vorsichtig abgenommen und die
Zellen mit 10 | WST-1 Reagenz pro Well inkubiert. Die Umsetzuleg &Reagenzes wurde per
ELISA-Reader bei der Wellenlange 450 nm/690 nmilmest. Die Zellvitalitaét wurde, in
Prozent bezogen, auf die unbehandelt Kontrolle (D6%) angegeben.
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Nachweismethode — mitochondriales Membranpote(tiakh)

Der Nachweis des mitochondrialen Membranpotent{(alsm) erfolgte mittels des nicht
toxischen, kationischen Farbstoffes Tetramethyldmoich Methylester-Perchlorate (TMRM
T5428, Sigma). Der Nachweis basiert auf der Anmichg des Farbstoffes, auf Basis seiner
positiven Ladung, in den negativ geladenen Mitochi@m. Daher zeigt eine verminderte
TMRM™-Fluoreszenz, gemessen im Durchflusszytometer, eiB&rung in der

Ladungstrennung der Mitochondrien an.

Das Protokoll in KiirzeDie Zellen wurden trypsinisiert und geerntet, awal mit eiskaltem
PBS gewaschen, in 200 TMRM™-L6sung (1 M) resuspendiert und fiir 20 min bei 37°C
inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen erneut MBS gewaschen, in 2000 PBS

resuspendiert und umgehend im Durchflusszytometenegsen (FL-2, 20.000 Zellen). Die
Auswertung erfolgte mittels CellQuest Software ddénMDI Software, Version 2.9.

Nachweismethode — ROS (reactive oxygen species)

Das Auftreten von intrazellularen ROS wurde durcdn drFarbstoff HDCFDA (2-, 7-
Dichlorodihydrofluoresceindiacetat, Molecular Prepelnvitrogen, Eugene, OR, USA)
nachgewiesen.

Das Protokoll in KiirzeDie Zellen wurden trypsinisiert und geerntet, R8BS gewaschen und
mit H,DCFDA (50 M) fur 15 min bei 37°C inkubiert. AnschlieRend warddie Zellen erneut
mit PBS gewaschen, in 200 PBS resuspendiert und umgehend im Durchflusszgtem

gemessen (FL-3, 20.000 Zellen) gemessen. Die Augagrerfolgte mittels CellQuest

Software oder WinMDI Software, Version 2.9.

Nachweismethode — Aktivierung von Bax

Die Aktivierung von Bax erfordert eine Konformatgimderung des inaktiv im Zytoplasma
vorliegenden Proteins. Die Konformationsdnderundaubt es Bax sowohl an die
Mitochondrien zu translozieren als auch in die &editochondrienmembran zu insertieren
(Dejean et al., 2005). Um zu untersuchen, ob dieBdlung mit TRAIL, den Inhibitoren oder
den entsprechenden Kombinationen zu einer Aktivigrivon Bax und damit zu einer
Konformationsanderung  fuhrt, wurden die behandelteBellen mit einem

aktivierungsspezifischen Antikorper, der den N-texaden Bereich von Bax erkennt, inkubiert

und im Durchflusszytometer analysiert.
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Das Protokoll in Kiirzeln 6-Well Platten wurden 2x2@ellen pro Well ausplattiert und mit
TRAIL +/-Wortmannin, Rapamycin oder TRAM-34 in eméeitkinetik fir 1 h bis 8 h
behandelt. Nach der Inkubationszeit wurden dieesethittels Trypsinisierung geerntet, mit

PBS gewaschen und fur 30 Minuten mit 4% Paraforafaldlosung fixiert. Nach dem
anschlielBenden Waschschritt wurden die Zellen 3iMinuten mit einem Saponin-Puffer (1%
FCS, 0,1% Saponin in PBS) inkubiert und im Anscélogi 4°C fir 1 h im Dunkeln mit dem
Primarantikdrper (Bax-NT, 1:100, #06-499, Upstaigke Placid, NY, USA) behandelt. Nach
einem Waschschritt erfolgte die Inkubation mit déweitantikorper (Ziege anti-Kanninchen
IgG (H+L)-FITC, Jackson Immuno Research, West Grawd, USA) fur 30 Minuten,
ebenfalls im Dunkeln und bei 4°C. Zum Abschluss dewr die Zellen erneut einmal
gewaschen, das Zellpellet in Saponinpuffer resuwtipen und die Fluorszenz im
Durchflusszytometer (Kanal FL-1) detektiert. Die shwertung erfolgte mittels CellQuest
Software oder WinMDI Version 2.9.

Nachweismethode — Bax-Phosphorylierung mittels Bilusszytometrie

Neben der Konformationsanderung kann Bax auch GBosphorylierung und

Dephosphorylierung an definierten Positionen a&tiwverden. Die Phosphorylierung von Bax
an Serin-184 durch Akt/PKB soll zu einer Inaktivieg von Bax fuhren (Kim et al., 2006a),
wahrend die Dephosphorylierung von Bax an Thred@in-zu einer Aktivierung von Bax und
damit zur mitochondrialen Translokation fihren s@bejean et al.,, 2005). Um den
Phosphorylierungsstatus von Bax nach BehandlungTiRAIL, den Inhibitoren oder den

Kombinationen zu untersuchen, wurden die behandeftellen mit phosphospezifischen

Antikdrpern inkubiert und durchflusszytometriscrabsiert.

Das Protokoll in KiirzeDas Protokoll wurde wie im vorangegangenen Abitbeschrieben

durchgefuhrt. Fur die Analyse der Serin-184 Phosgisoung wurde als Primérantikdrper ein
Phospho-Serin-184-Bax Antikorper (p-Serl84-Bax, #82Assay BioTech, Sunnyvale, CA,
USA), fur die Analyse der Threonin-Phosphorylierueim Phospho-Threonin spezifischer
Antikorper (p-Thrl97-Bax, A0773, Assay BioTech) gisetzt. Zur Kontrolle wurde ein
Antikorper fur Bax (N-20, sc-493, Santa Cruz Bid¢teclogy) eingesetzt.

Proteinanalytik (Western Blot Analyse)

Durch die diskontinuierliche SDS-Polyacrylamidgeld¢tophorese (SDS-PAGE) kodnnen
denaturierte Proteine nach ihrem Molekulargewialfgetrennt werden. Dabei wandern die

denaturierten, durch Natriumdodecylsulfat (SDS)atieggeladenen Proteine im elektrischen
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Feld zur Anode. Durch einen Molekulargewichtsstadd&61-0374, Bio-Rad) kann die Grol3e
der Proteine bestimmt werden. Die mittels SDS-PA@getrennten Proteine werden auf eine
Nitrozellulosemembran (Protran BA83, 0,20, Whatman, Dassel) transferiert, auf der sie
anschlieend indirekt nachgewiesen werden koénneaes Brfolgt durch die spezifische
Bindung von primaren Antikorpern, die ihrerseitsausekundare Meerrettich-Peroxidase-
konjugierte Antikdrper gebunden werden. Mit HilferdMeerrettich-Peroxidase, die das ECL-
Reagenz dnhanced chemlumineszer)z umsetzen kann, kommt es zur Emittierung von
Lumineszenzlicht, das den Nachweis von AntigendRémtgenfiimen (Amersham Hyperfilm
ECL, GE, Buckinghamshire, UK) ermdglicht.

Herstellung von Proteinextrakte mit Standard-Lys$&gwu

Eine exponentiell wachsende Zellkultur mit einecte von 2 x10Zellen wurde fiir die
Herstellung von Proteinextrakten verwendet. Grutalish wurde ein Tag vor der Extraktion
das Wachstumsmedium der Zellkultur gewechselt. iBedes verwendeten Protokolls fur die
Herstellung von Gesamtproteinextrakten sowie diecBiiihrung der Western Blot Analyse
wurden von Eberle (Eberle et al., 2003) im Detasdhrieben.

Durchgefuhrtes Protokoll in Kirzd:ir die Analyse der Gesamtproteinextrakte wurdien d

Zellen mit eiskaltem PBS (2 ml/Well) gewaschen, rkiltem Standard-Lysepuffer (50
pl/Well) inkubiert und nach einigen Minuten mit em Zellschaber (99003; TPP,
Trasadingen, Schweigbgekratzt und in ein 1,5 ml Eppendorfgefal3 Ubetfibie Extrakte
wurden fur 5 sek mit einem Ultraschall-Homogenisg®onoplus, Typ MS-73, Bandelin,
Berlin), zum Scheren der freigesetzte DNS, behanael anschlieRend fir 10 min bei 13.000
rom und 4°C zentrifugiert. Die Uberstande wurdeméue EppendorfgefalRe uberfiihrt. Die
Konzentrationsbestimmung erfolgte mittels BCA-Matho(S.128) und die Lysate wurden
anschlielend bei -20°C gelagert.

Herstellung von Proteinextrakte mit Phospho-Lységuf

Zur Analyse des Phosphorylierungsstatus verschexderoteine wurden Proteinextrakte nach
dem oben beschriebenen Protokoll hergestellt. 8tsttStandard-Lysepuffers wurde hier ein

spezieller Phospho-Lysepuffer verwendet.

(1) Verwendete Puffer und Reagenzien — Standartkiftgsate

Standard-Lysepuffer 10 mrris-HCI 100 | (1M, pH 7,5, T-1503, Sigma); NaCl 480 (3
M,1.06404, Merck); SDS 500 (10%, L-4390, Sigma); Nonidet P-40 50 (N-3516,
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Sigma);_Protease-InhibitoreAprotinin 36 | (10%, 10236624, Roche); Leupeptin 100
(11017101, Roche); Pepstatin 1dq0,5 mg/ml, 253286, Roche); PMSF 100(100 mM,
P-7626, Sigma); EDTA 20l (0,5 M, pH 8,0, 8418, Merck); Aqua bidest. 8,5 ml

(2) Verwendete Puffer und Reagenzien — Phospheipipsate

Phospho-Lysepuffer 10 ml:0x Cell Lysis Buffer 1 ml (#9803, Cell SignalinddMSF 100

| (100 mM, P-7626, Sigma); Aqua bidest. 8,9 ml yadeils 1 Tablette PhosSTOP
Phosphatase-Inhibitor Cocktail (04906845, Roched &DTA-Mini Protease-Inhibitor
Cocktail (04693159001, Roche).

Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels B@éthode

Die Konzentration von Proteinen kann durch einebfeaktion in Losung photometrisch
bestimmt werden (BCA Protein Assay, 23225, Thernsoher Scientific). Das Prinzip dieser
Methode basiert auf der Biuret-Reaktion, bei dex Aimino-Gruppen von Proteinen in
alkalischem Medium Cii zu CU reduzieren. Cureagiert mit Bicinchoninsdure (BCA) zu

einem violetten Chelatkomplex, dessen AbsorptioiEltfSA-Reader gemessen werden kann.

Durchgefiihrtes Protokoll in KirzeDie zu bestimmenden Proteinextrakte sowie die

Eichlésung wurden in Triplikaten in eine Mikrotiggatte mit Flachboden vorgelegt. Fir die
Bestimmung wurden die Proteinextrakte (101:10 verd. in PBS) mit 2000 Reaktionspuffer,

bestehend aus Losung A (4 und Lésung B (196 I) inkubiert. Als Eichlésung diente eine
BSA-LOsung in verschiedenen Konzentrationen. Di&rbtiterplatte wurde 30 min bei 37°C
inkubiert und bei 550 nm im ELISA-Platten-Reademvessen. Mit Hilfe der bekannten BSA-

Konzentrationen konnte die Proteinmenge der Lylsastimmt werden.

Abbildung 62: BCA-Nachweismethode zur Konzentratioisbestimmung von Proteinen.
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(A) Bicinchoninsaure-Molekiil (BCA); (B) Biuret-Retiin bei der Proteine mit Glilonen zu Cirlonen
reagieren; (C) Ausbildung des violetten "@icinchoninsaure-Komplexes (verandert nach TheFRiszher
Scientific Datenblatt)

Elektrophorese-Protokoll

Das fur die SDS-PAGE bendtigte Sammelgel (5%) urehiigel (12%) wurde mit Hilfe des
Elektrophoresesystems (Mini Protean Il, BioRad) der Elektrophorese hergestellt. Zunachst
wurde das Trenngel gegossen und mit Isopropanaisébiehtet. Nach der Polymerisation
wurde die Uberschichtung abgegossen und mit Fémgy nachgetrocknet. Das Sammelgel
wurde dartiber geschichtet und ein Gel-Kamm in dedhrilissige Sammelgel gesteckt. Die
Proteinextrakte wurden mit Protein-Probenpufferfa@h) versetzt und 5-8 min bei 95°C
denaturiert. Die Gel-Kdmme wurden nach vollstandigelymerisation entfernt, die Gele in
die Elektrophoreseapparatur eingesetzt und mit dudtér (1-fach) bedeckt. Die Taschen
wurden mit Laufpuffer gespuilt, um diese von Luf#@a zu befreien. Anschliel3end wurden die
Proben in die Taschen gefillt und die Elektropheresi 80-120 V solange durchgefuhrt, bis
die blaue Lauffront das Ende der Gele erreicht hat.

Verwendete Puffer und Reagenzien — Elektrophorese:

Sammelgel (5%-ig) 5 mlAcryl-/Bisacrylamid 0,84 ml (30%, 37,5:1, 161-0138i0-Rad);
Sammelgelpuffer 2,5 ml; Aqua bidest 1,6 ml; APS 10010%, 161-0700, Biorad); TEMED
10 1(161-0800, Bio-Rad).

Sammelgelpuffer (pH 6,8) 500 milris-Base 19,7 g (T1503, Sigma); SDS 1,0 g; Aquiedi
ad 500 ml.

Trenngel (12%-ig) 10 mlAcryl-/Bisacrylamid 4,0 ml (30%, 37,5:1); Trenngeffer 5,0 ml,
Aqua bidest 1,0 ml; APS 100 (10%); TEMED 10 |.

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

Protein-Probenpuffer (4x) 10mrris-HCI 2,5 ml (1M, pH 6,8; T3253, Sigma); SDR @ (L-
4390, Sigma); Glycerin 4 ml (1.04093, Merck); Brdmpolblau 4 mg (Biorad); Aqua bidest.
1,5 ml. 20% -Mercaptoethanol (M-7154, Sigma) wurde jeweils dniszu den einzelnen

Protein-Probenpuffer-Gemischen pipettiert.
Laufpuffer nach Laemmli (5x) 2 [fris-Base 30,4 g; Glycin 144 g (23390, Serva); SDSYy;
Aqua bidest ad 2 .
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Protein-Transfer-Protokoll

Der Blot, bestehend aus Nitrozellulosemembran urehfgel, wurde in einer Wet-Blot-
Kammer zusammengebaut, so dass das Gel zur Kathiodausgerichtet liegt und die
Nitrozellulosemembran zur Anode zeigt. An den Audgstien wurden je zwei Filterpapiere
und je ein Schwamm gelegt um eine gleichmallige B&teing zu gewéhrleisten. Die Blot-
Komponenten wurden im Blotpuffer luftblasenfrei @infander geschichtet. Der Protein-
Transfer wurde entweder bei 120V fur 90 min auf Bder Gber Nacht bei 10V und
Raumtemperatur durchgefihrt. Zum Nachweis des Teensvurden die Proteine auf der
Membran mit PonceauS (P-7170, Sigma) angefarbtseDieversible Farbung der Membran
wurde anschlielend mit PBS-Tween wieder vollstaneingfarbt. Schliel3lich wurde die
Nitrozellulosemembran fir 1 h bei Raumtemperatur Tnockenmilch (5%) in PBS-Tween
inkubiert um so die unspezifischen Bindungsstedlehder Membran zu blockieren.

Verwendete Puffer und Reagenzien — Protein-Transfer

Transferpuffer (1x) 2 ITris-Base 11,64 g; Glycin 4,36 g; SDS 3,7 g; Matiat00 ml; Aqua
bidest ad 2 I.

Phosphat-buffered Saline (PBS)-Tween (0,0998S Dulbecco 9,55 g (L182-50, Biochrom);
Tween20 0,5 ml (P-9416, Sigma); Aqua bidest ad 1 .

Blockierldsung (5%)Fettfreies Trockenmilchpulver (blotting grade) §1§0-6404, Bio-Rad);
PBS-Tween 0,05% ad 100 ml.

Enhanced Chemilumineszenz (ECL)

Die ECL-LOsung fur eine Membran, bestehend aus 2daling A, 200 | Losung B und 0,6
I HO, (H-1009, Sigma), wird kurz vor Gebrauch gemischndu auf die
Nitrozellulosemembran gegeben. Nach 2 min Inkubatieit wurde die Membran
luftblasenfrei zwischen zwei Folien in eine Filmgetie gelegt und Rontgenfilme in einer
Dunkelkammer von einer Sekunde bis zu einer Standigelegt. Zur Auswertung wurden die
Proteinbanden auf dem Rontgenfilm anhand des Rrmotgkers bzw. entsprechender

Positivkontrollen identifiziert.

Verwendete Puffer und Reagenzien — ECL:

Lésung A:Natriumsalz von Luminol (50 mg, A-4685, Sigma)dgtlin 200 ml 0,1 M

Tris/HCI pH 8,6;
Losung B: p-Hydroxycoumarinsdure (11 mg, C-9008, Sigma) gelon 10 ml
Dimethylsulfoxid (DMSO, 20385, Serva).
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Verwendete Antikérper: Westernblot Analyse

Verwendete primére Antikdrper von Santa CrAl (D-20, sc-9416, 1:1000); Bax (N-20, sc-
493,1:200); Bak (G-23, sc-832, 1:200); Bcl-2 (s&50:200); Bcl-xL (S-18, sc-634, 1:200);
BECN1/Beclin (H-300, sc-11427, 1:1000); c-FLIPL/6-11, sc-5276,1:200); clAP-1 (sc-
7943, 1:200); clAP-2 (sc-7944, 1:200); GAPDH (668532233, 1:1000); GADD153/CHOP
(F-168, sc-575, 1:1000); B (C-21, sc-371,1:200); IK1 (H-120, sc-32949, 1:20RL (F-15,
sc-27080, 1:100); Mcl-1 (sc-12756, 1:200); p53 (G&7386, 1:500); Puma (G-3, sc-374223,;
1:1000); SMAC (2D12, sc-56230, 1:1000); SQSTM1/§b23, sc-28359, 1:1000); Survivin
(D-8, sc-17779, 1:200); VDAC1,2,3 (FL-283, sc-98708.000).

Verwendete primare Antikdrper von Cell Signallimgkt (#9272; 1:1000), pAkt (Thr308)
(244F9, #4056, 1:1000); pAkt (Ser473) ((D9E)XP, @01:1000); Bad (#9292; 1:1000); Bid
(#2002, 1:1000); Caspase-8 (#9746, 1C12, 1:1008¥p&se-9 (#9502, 1:1000); Caspase-3
cleavage products (#9661, Aspl75, 1:1000); Prosaspa(#9662,1:1000); PARP (46D11,
#9532, 1:1000); p44/p42-MAPK (137F5, #4695, 1:100Q)p44/pd2 (Thr202/Tyr204)
(D13.14.4E, #4370, 1:1000); XIAP (#2042, 1:1000).

Verwendete primare Antikbrper anderer Firm&RAIL-R1/DR4 (ab8414, Acris Antibodies,
Hiddenhausen, 1:500); TRAIL-R2/DR5 (ab8416, AcristiBodies, 1:500); Puma (1652-1,
Epitomics, 1:200); Noxa (2437, ProSci Inc.,Powag, OSA, 1:200); Cytochrome c (BD
Biosciences, San Diego, CA, USA, 1:1,000); antii8d HL (VDAC, 529536, Calbiochem,
1:5000); -Actin (A5541, Sigma-Aldrich, 1:5000); ProhibitiAlp-1 Clone 11-14-10, Thermo
Scientific, Fremont, CA, USA, 1:1000); Kcnn4/IK1 §tA9581, MBL, Woburn MA, USA,
1:1000); BiP/GRP78 (610979, BD Transduction Lakmias, CA, USA, 1:1000)

Verwendete sekundare AntikdrpeMeerrettichperoxidase- (engl.: horseradishpersajla

(Hrp)-markierte Ziege anti-Maus IgG-, Ziege antirliiachen 1gG- und Kaninchen anti-Ziege
IgG-Antikorper (Dako Cytomation, Hamburg, 1:5000).

Herstellung von Zellfraktionierungslysaten

Zur Bestimmung von aus den Mitochondrien freigdsetzproapoptotischen Faktoren
(Cytochrom C, SMAC, AIF) sowie der mitochondrial&ranslokation von Bax wurden die
Mitochondrien aus den zu analysierenden Zellen iHitfe eines Mitochondrien-
Fraktionierungs-Kits (PromoKine, PK-CA577-K256-16&idelberg, Deutschland) isoliert.

Das angewendete Protokoll in Kiirzé:5x10 Zellen wurden geerntet, mit kaltem PBS

gewaschen und bei 800 g und 4°C zentrifugiert. Padlet wurde in 1 ml Zytosol-

Extraktionspuffer resuspendiert und 10 min aufiiksibiert. Anschlie3end wurden die Zellen
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in einem Glas-Homogenisator homogenisiert, bis e60a75% der Zellen aufgebrochen
waren. Um Zelltrimmer zu entfernen wurden die hoamigjerten Zellen fur 10 min mit 800 g
bei 4°C zentrifugiert. Zur Mitochondrien-Isolierunvgurde der Uberstand abgenommen und
erneut fir 30 min bei 10.000 g und 4°C zentrifugi®er daraus resultierende Uberstand
enthielt die zytosolische Fraktion (Cyto) und wuilm —20°C eingefroren. Das entstandene
Pellet mit der mitochondrialen Fraktion (Mito) werdin 100 pl Mitochondrien-
Extraktionspuffer resuspendiert und ebenfalls 26°€ eingefroren.

Verwendete LOdsungen pro Punkt: ml Zytosol-Extraktionspuffer; 1 ml Mitochondrien

Extraktionspuffer versetzt mit 2 pl ProteaseintibiCocktail und 1 pul DTT.

Plasmid-Praparation in gro3em Mal3stab (Maxiprapmarat

Die Maxipraparation der Plasmid-DNA erfolgte naatimd Qiagen-Protokoll Kit (EndoFree
Plasmid Maxi Kit; 12362, Qiagen, Hilden, DeutscldprDiese Methode diente der Isolierung
von groBeren, sehr reinen DNS-Mengen, die zur Te&tisn der Zellen verwendet wurde.
Dabei wurden in einem Erlenmeyerkolben 200-250 BiMledium (mit 200 pg/ml Ampicillin
versetzt) mit einer einzigen Bakterienkultur beimphd tber Nacht bei 37°C auf einem
Schuttler bei 200 rpm inkubiert. Am nachsten Tagrdeudie Zellsuspension in 300 ml
Beckmann-Zentrifugenréhrchen Gberfuhrt und 15 nmen 6000 g und 4°C zenrtifugiert. Die
Plasmid-Isolierung erfolgte anschlielend entspned¢héden Angaben des Herstellers. Das
verwendete Expressionsplasmid mit der vollstand2NA Sequenz von Bax (mit einem 3'-
Myc-Tag) basiert auf dem pcDNA3 Plasmid und lag Beginn der Doktorarbeit bereits im
Labor vor. Das Plasmid fur die Expression von huemanK1 basiert auf einem pcDNAS3
Plasmid und wurde von A. Schwab (Universitat Munsfeeundlicherweise zur Verfligung
gestellt. Das pcDNA3.1-Leerplasmid (Invitrogen, Bhland) diente als Mock-Kontrolle.
Das Plasmid fur die Expression von XIAP (Plasmid der vollstandigen humanen cDNS von
XIAP) basiert auf einem pCMV-Sport6-Plasmid, daslbeGenes (Klon IRATp970H0655D,

Source BioScience, ImaGene, Berlin, Deutschlankqgfe wurde.

Transiente Transfektion

Fir die transiente Transfektion wurden 2 X Z@llen/well in eine 6-Well-Platte ausgesat.
Unmittelbar vor der Transfektion wurden die Zelleit Serum-freiem Opti-MEM Medium
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, USA) geafeen und mit 1 ml Transfektionsldsung
(Opti-MEM plus 2,5-5 pg/ml Plasmid-DNS und 0,1% DNEC (10459-014, Invitrogen)) pro
Well bei 37°C fur 4 h transfiziert. Nach der Traelgfon wurde das Transfektions-Medium
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abgesaugt, die Zellen fur 24 h mit 2 ml Wachstundioma inkubiert und anschlieRend

behandelt und analysiert.

SIRNS-vermittelte Herunterregulation von SMAC und B

Fir die siRNS-vermittelte Herabregulation von SMA@ Bid wurden die Zellen in 6-Well-
Platten ausgesat und 24 h nach Aussaat bei eindlu€oz von 70% transient transfiziert. Die
Transfektion erfolgte ebenfalls in Serum-freiem IQPEM Medium, wobei 20 pmol siRNS
und 4 pl TurboFect (#R1409, Fermentas, St. Leon-Reutschland) pro Well eingesetzt
wurden. Die Behandlung mit TRAIL +/- Inhibitorenfelgte nach weiteren 24 h. Die siRNSs
fur SMAC (sc-36505), Bid (sc-29800) und die Konleo(scramble, sc-37007) wurden bei
Santa Cruz Biotechnology Inc. gekauft.

Immunprazipitation

Fir die Immunprazipitaton wurden Melanomzellen @ 1) mit dem Myc-Bax-
Expressionsplasmid transient transfiziert und 244$pater mit kaltem PBS gewaschen und
mit 1 ml Lysepuffer (150 mM NaCl, 1% Triton X-1080 mM Tris-HCI, pH 8) inkubiert und
geerntet. Die Immunprézipitation des Myc-markierBax erfolgte mit dem uMACS c-myc-
markiertem Protein Isolations-Kit (Milteny BioTecBergisch-Gladbach, Deutschland). Das
Protokoll wurde nach den Angaben des Herstellershgdyefiihrt. Fir die Immunoprézipitation
wurden an einen anti-Myc-Antikérper gekoppelte Migerlen (engl.: Microbeads) verwendet,
die zu den Lysaten gegeben wurden. Diese Antikégpkoppelten Mikroperlen erkennen das
Myc-markierte Bax und binden an das Protein. Diegesamte Komplex wurde dann
anschlie3end lUber eine magnetische Saule isoliert.

Vor dem Eluieren wurde die S&ule insgesamt viemmaWaschpuffer 1 (150 mM NacCl, 1%
NP-40, 0,5% Natrium-Deoxycholat, 0,1% SDS, 50 mMs-HCI, pH 8) und einmal mit
Waschpuffer 2 (20 mM Tris-HCI, pH 7,5) gewaschere Blution erfolgte mit einem auf 95
°C erhitzten Elutionspuffer (50 mM DTT, 1% SDS, MnEDTA, 0,005% Bromphenolblau,
10% Glycerin, 50 mM Tris-HCI, pH 6,8). Die Unter$umg der Immunopraziptitation erfolgte
mittels Western Blot Analyse.
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Statistische Auswertung der Ergebnisse

Alle Versuche bestehen aus Triplikaten und mindetstzwei unabhangige Experimente
wurden durchgefiihrt. Die Mittelwerte und Standawdailshungen wurden so berechnet, dass
alle Einzelwerte der unabh&angigen Experimente nmbezogen wurden. Die Signifikanz
wurde bei Normalverteilung mit Hilfe des Studeniisn t-Tests bestimmt. Als statistisch
signifikant wurden Werte mit eingrWert < 0,05 (*), als hoch signifikant mit einguaVert <
0,01 (**) bewertet.
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Anhang

Auswahl an klinische Studien zum malignen Melanom

1) MSD MK-3475
Randomized, Phase Il study of the PD-1 inhibitor 48475 versus chemotherapy in
patients with advanced melanoma

2.) GSK BRF115532 - COMBI-AD

Randomisierte, doppelblinde Phase IlI-Studie zurbrBgenib in Kombination mit
Trametinib im Vergleich zu zwei Placebos bei dgueainten Behandlung des Hochrisiko-
Melanoms mit BRAF-V600-Mutation nach chirurgisciasektion

3.) Roche GO28141 co-BRIM

A Phase lll, double-blind, placebo-controlled stuofy vemurafenib + placebo versus
vemurafenib in combination with GDC-0973 (MEK-inhdy) in previously untreated
BRAFV600-mutation positive patients with unresetgalocally advanced or metastatic
melanoma

4.) Roche GO27826

A Phase lll, randomized, double blind, placebo-mded study of vemurafenib
(RO5185426) adjuvant therapy in patients with sally resected, cutaneous BRAF-
mutant melanoma at high risk for recurrence

5.) BMS IMAGE
A multi-national, prospective, observational study patients with unresectable or
metastatic melanoma

6.) ROCHE ZESS
A prospective safety study of patients with BRAF@6aDutation-positive unresectable or
metastatic melanoma treated with vemurafenib.

7.) AB Science AB08026

A prospective, multicenter, randomized, open-lahetive-controlled, two-parallel groups,
phase 3 study to compare the efficacy and safetynasitinib at 7.5 mg/kg/day to
dacarbazine in the treatment of patients with resectable or metastatic stage 3 or stage 4
melanoma carrying a mutation in the juxta membdoraain of c-kit

8.) ADO - Sentinel Studie

Kontrollierte und prospektiv randomisierte Therapiglie zum Vergleich einer radikalen
Lymphadenektomie versus Beobachtung bei Patieniemalignem Melanom >1,0 mm
Tumordicke und positivem Wachter-Lymphknoten

9.) GSK MEK116513 - COMBI-v

A Phase Ill, randomisied, open-label study compgarine combination of the BRAF
inhibitor, dabrafenib, and the MEK inhibitor, tratmeb, to the BRAF inhibitor
venmurafenib in subjects with unresectable (Stdig¢ dr metastatic (Stage 1V) BRAF
V600E/K mutation positive cutaneous melanoma

10.) GSK PRAME

An open, dose-escalation Phase I/l study to agkessafety, immunogenicity and clinical
activity of recPRAME + AS15 Antigen-Specific Candenmunotherapeutic as first-line
treatment of patients with PRAME-positive metastatelanoma
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11.) ROCHE BRAIN-METS
An open-label, single-arm phase Il multicenterdgtuo evaluate the efficacy of
Vemurafenib in patients with brain metastases.

12.) GSK MEK115306 - COMBI-d

Randomisierte, doppelblinde Studie der Phase lih Aergleich der Kombination des
BRAF-Hemmers Dabrafenib und des MEK-Hemmers Tramietmit Dabrafenib und
Placebo als First-Line-Therapie bei Patienten neiitrreserzierbarem (Stadium 1lIC) oder
metastasiertem (Stadium IV) kutanen Melanom mit BRAOOE/K-Mutation

13.) GSK MEK114267
A phase Il randomized, open-label study compai@§K1121212 to chemotherapy in
subjects with advanced or metastatic BRAF V600EAKaton-positive melanoma

14.) DeCOG-MM-PAL11
The IPI - Multibasket Trial in advanced uveal melara: Prospective clinical phase I
multibasket study in Melanoma patients with advandisease

15.) ADO ChemoSensMM

Prospectively randomized phase Il study of an vitdialized sensitivity-directed
combination chemotherapy versus DTIC as first-ltreatment in stage IV metastatic
melanoma

16.) ROCHE M0O25515
An open-label, multicenter expanded access studyR05185426 in patients with
metastatic melanoma

17.) BMS CA 184-029

Adjuvant immunotherapy with anti-CTLA-4 monoclonahtibody (ipilimumab) versus
placebo after complete resection of high-risk Sthigmelanoma: a randomized, double-
blind Phase lll trial of the EORTC Melanoma Group

18.) GSK Predict

Predictive gene signature fore REsponse to recMAGEm unresecteD metastatic
CuTaneous melanoma Recombinant MAGE-A3 proteinMAEBE-A3) combined with
the AS15 immunological Adjuvant System

19.) GSK Derma

A double-blind, randomized, placebo-controlled gh#i$ study to assiss the efficacy of
recMAGE-A3+AS15 ASCI as adjuvant therapy in patentith MAGE-A3 positive
resected stage Il melanoma

20.) BMS CA 184-025

a multicenter, open-label, phase Il study of Ipiummab (MDX-010) extended-treatment
Monotherapy or follow-up for patients previouslyrelted in Ipilimumab (MDX-010)
protocols

21.) BMS CA 184-024

a multicenter, randomized, double-blind, two-artmage 11l Study in Patients with untreated
stage Il (unresectable) or IV Melanoma receivirgcBrbazine plus 10 mg/kg of Ipilimumab
(MDX-010) vs. Dacarbazine with placebo.

Stand: 2013; Deutsches Krebsforschungszentrum
( Quelle: http://www.dkfz.de/de/dermato_onko/Klitu8ien/Studien/Melanomstudien.html)
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Uberblick klinischer Studien mit PI3K-Akt/PKB-mTORhibitoren
(Foster et al., 2012).
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