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Abstrakt 

Osteosarkome sind die häufigsten malignen Knochentumoren im Kindes- und 

Jugendalter. Die Behandlung von Osteosarkomen wurde in den 1970er Jahren durch die 

Einführung einer intensiven Polychemotherapie revolutioniert, konnte jedoch seitdem 

kaum verbessert werden. Besonders die Therapiemöglichkeiten bei inoperablen und 

metastasierten Tumoren sind weiterhin sehr begrenzt, sodass die Entwicklung von 

Strategien zur Optimierung der Effektivität der antineoplastischen Therapie dringend 

erforderlich ist. Als eine vielversprechende neue Strategie zur Überwindung von 

Resistenz gegenüber antineoplastischer Therapie wurde in den letzten Jahren der 

Einsatz von small molecules, welche gegen zentrale Regulationsproteine der Apoptose 

gerichtet sind, beschrieben: SMAC mimetics (SM) hemmen die Wirkung der inhibitor of 

apoptosis proteins (IAPs), welche zu den wichtigsten zellulären Inhibitoren der Apoptose 

gehören.  

In der vorliegenden Arbeit wurden die Osteosarkomzelllinien 143B und Saos-2 mit dem 

SM LCL161 allein und in Kombination mit Strahlen- oder Chemotherapie (Doxorubicin, 

Methotrexat, Cisplatin und Vincristin) behandelt. Die Apoptose-Induktion wurde per 

Durchflusszytometrie ermittelt. Um involvierte Signalwege zu untersuchen, wurden 

sowohl Inhibitoren als auch siRNAs benutzt. Für die In-vivo-Versuche wurden 

NOD/SCID/IL2rg-Mäusen Saos-2-Zellen appliziert und mit LCL161 und/oder Doxorubicin 

behandelt.  

In vitro zeigten Osteosarkomzellen eine Resistenz gegenüber SM allein. Apoptose-

Induktion durch Strahlen- oder Chemotherapie ließ sich jedoch durch LCL161 deutlich 

verstärken. Die Kombination aus Doxorubicin bzw. Vincristin und LCL161 zeigte dabei 

klare synergistische Effekte, die durch combination indices nach der Chou-Talalay-

Methode ermittelt wurden. Als Mechanismus dieser LCL161-vermittelten Verstärkung 

scheint am ehesten die Hemmung von XIAP eine wichtige Rolle zu spielen. Sowohl der 

Einfluss einer cIAP1-vermittelten Aktivierung von NFκB-Signalwegen, als auch einer 

TNFα- und RIP1-abhängige Apoptose-Induktion auf die LCL161-vermittelte Verstärkung 

apoptotischer Effekte konnte für Osteosarkomzellen nicht gezeigt werden. In vivo kam es 

durch die Behandlung mit dem SM LCL161 allein zu einer deutlichen Reduktion des 

Tumorvolumens. Synergistische Effekte von LCL161 und Doxorubicin ließen sich in vivo 



8 
 

aufgrund einer unerwarteten Doxorubicin-Toxizität in dem verwendeten Mausmodell 

anhand der durchgeführten Experimente nicht sicher demonstrieren.  

Insgesamt weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die Behandlung mit SM 

allein und besonders in Kombination mit Strahlen- oder Chemotherapie eine 

vielversprechende Therapieoption für Kinder und Jugendliche mit nicht-operablen bzw. 

metastasierten Osteosarkomen sein könnte.  
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Abstract 

Osteosarcoma is the most frequent primary malignant bone tumour. The treatment was 

revolutionised in the 1970s by the introduction of a polychemotherapy. Since then, nearly 

no improvements have been achieved in the treatment of osteosarcoma. Especially 

options for inoperable and metastatic tumours are still very limited. Thus, the development 

of new treatment strategies to optimise the effectivity of the cancer therapy is of utmost 

importance. A promising new strategy is the use of small molecules, which target proteins 

of the apoptosis pathways. SMAC mimetics are such small molecules and interfere with 

inhibitor of apoptosis proteins.  

In this project, the osteosarcoma cell lines 143B and Saos-2 were treated with the SM 

LCL161 alone or in combination with irradiation or chemotherapy (Doxorubicin, 

Methotrexate, Cisplatin and Vincristine). Apoptosis was determined by flow cytometry. 

For pathway analysis, we used inhibitors and siRNAs. For in vivo experiments, Saos-2 

cells were injected in NOD/SCID/IL2rg mice and treated with LCL161 alone or in 

combination with Doxorubicin.  

We found that in vitro, osteosarcoma cell lines were resistant to the SM LCL161 alone. 

However, LCL161 was able to sensitise osteosarcoma cell lines for chemotherapy and 

irradiation. For the combination of LCL161 and doxorubicin or vincristine, combination 

indices showed synergetic effects. Our findings suggested, that this sensitisation was 

neither TNFα nor RIP1 dependent. We also found no involvement of a cIAP-mediated 

activation of NFκB pathways. Thus, XIAP seems to play a key role in this LCL161 

mediated sensitisation for chemotherapy and irradiation. In vivo, LCL161 was able to 

reduce tumour growth. Because of the unexpected toxicity of doxorubicin, synergistic 

effects of the combination of LCL161 and chemotherapy could not be shown.    

In conclusion, these findings indicate that the treatment with SM alone or in combination 

with chemotherapy or irradiation may be a promising option for children and adolescents 

with inoperable or metastatic osteosarcoma.   
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1. Einleitung 

Maligne Tumoren treten im Kindes- und Jugendalter deutlich seltener auf als im 

Erwachsenenalter: 2169 Kinder und Jugendliche erkrankten im Jahr 2015 an einer 

bösartigen Erkrankung (1) versus 436.500 Erwachsenen im Jahr 2004 (2). Auch 

zwischen den Krebsentitäten und deren Häufigkeiten bestehen in den beiden 

Altersbereichen große Unterschiede. Zum Beispiel machen Karzinome im Kindes- und 

Jugendalter nur ca. 1 % der Krebserkrankungen aus, während es im Erwachsenenalter 

mehr als 90 % sind (3). Leukämien, Hirntumoren und Lymphome sind in dieser 

Reihenfolge die häufigsten Tumoren im Kinder- und Jugendalter [(1), Abb. 1 nach (4)]. 

Osteosarkome sind die häufigsten malignen Knochentumoren im Kindes- und 

Jugendalter. Sie gehen direkt vom Knochengewebe aus und sind somit primäre 

Knochentumoren. Typischerweise treten sie an den Metaphysen langer Röhrenknochen 

auf, wobei etwa 65 % kniegelenksnah am distalen Femur oder der proximalen Tibia 

entstehen [Abb.2 nach (5)] . Der Altersgipfel für Osteosarkomerkrankungen im Kindes- 

und Jugendalter liegt im zweiten Lebensjahrzehnt. In der Altersgruppe zwischen 15 und 

19 Jahren machen sie über 5 % der malignen Erkrankungen aus (6) und sind somit nach 

Lymphomen und Hirntumoren die dritthäufigste maligne Tumorentität in dieser 

Altersgruppe. Ein erhöhtes Risiko für die Entwicklung eines Osteosarkoms haben Kinder 

mit einer Mutation des Retinoblastom-Gens oder einer TP53-Mutation (Li-Fraumeni-

Syndrom) (7). Darüber hinaus treten Osteosarkome gehäuft als Zweitmalignome nach 

Strahlentherapie auf (8). 

Abb.1: Die häufigsten Krebserkrankungen bei Kindern und Jugendlichen in Deutschland (in Prozent) (4) 

Abkürzungen: ZNS - zentrales Nervensystem 
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Typische klinische Symptome des Osteosarkoms sind Schmerzen, Schwellung, 

Überwärmung und Bewegungseinschränkung des angrenzenden Gelenks (Abb. 3A). 

Typische radiologische Zeichen sind ein Weichteiltumor mit atypischen Knochenanteilen 

(Spiculae), Zerstörung der Knochenstruktur und Abhebung des Periosts (Codman-

Dreieck) (Abb. 3B/D, Abb. 4A/B). Bei etwa 10% der Patienten kommt es zu einer 

pathologischen Fraktur (Abb. 3D). Die Diagnose ist auch bei typischem radiologischem 

Bild immer durch eine Biopsie und histopathologische Untersuchung zu sichern.  Hier 

können folgende histopathologische Subtypen unterschieden werden: chondroblastisch, 

osteoblastisch und fibroblastisch (Abb. 5A/B/C) 

Das Metastasierungsmuster des Osteosarkoms umfasst in erster Linie die Lunge und das 

Skelett.  Bei 10 bis 20 % der Kinder und Jugendlichen findet man bei Diagnosestellung 

bereits Metastasen. Diese liegen bei etwa 70 % in der Lunge und seltener in Knochen 

oder anderen Organen (7). Die wichtigsten apparativen Untersuchungen im Rahmen des 

initialen Stagings sind daher eine Röntgenaufnahme und eine Computertomographie 

(CT) des Thorax sowie eine Knochenszintigraphie (Abb. 4C/D). Neue Untersuchungen 

Abb.2: Lokalisation und Häufigkeit des Osteosarkoms im Skelett (modifiziert nach 5) 
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lassen jedoch vermuten, dass eine Positronen-Emissions-Tomographie mit 

Fluordesoxyglucose in Kombination mit einer CT (FDG-PET/CT, Abb. 4E) für das initiale 

Staging (9) und für die Beurteilung des Ansprechens auf Chemotherapie (10) der 

Kombination von CT Thorax und Knochenszintigraphie überlegen sind.  

Die Stadieneinteilung des Osteosarkoms erfolgt anhand der TNM-Klassifikation (Tab. 1). 

Tab. 1: Stadieneinteilung nach TNM-Klassifiaktion 

Stadium IA T1 N0 M0 G 1,2 

Stadium IB T2 N0 M0 G 1,2 

Stadium IIA T1 N0 M0 G 3,4 

Stadium IIB T2 N0 M0 G 3,4 

Stadium III T3 N0 M0 jedes G 

Stadium IVA jedes T N0 M1a jedes G 

Stradium IVB jedes T 

jedes T 

N1 

jedes N 

jedes M 

M1b 

jedes G 

jedes G 

     

Primärtumor 

(T) 

    

T0 kein Anhalt für einen Primärtumor 

T1 größte Tumorausdehnung < 8 cm 

T2 größte Tumorausdehnung > 8 cm 

T3 diskontinuierliche Tumoren in der primär befallen Region 

  

Regionäre Lymphknoten (N) 

N0 kein Anhalt für Befall regionärer Lymphknoten 

N1 Befall regionärer Lymphkntoen 

  

Fernmetastasen (M) 

M0 kein Anhalt auf Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen vorhanden (M1a: Lunge, M1b: andere Fernmetastasen) 

  

Histopathologisches Grading 

G1 gut differenziert 

G2 mäßig differenziert 

G3 schlecht differenziert 

G4 undifferenziert 
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Abb.3: Typische klinische Befunde des Osteosarkoms und korrespondierende Röntgenbilder: Schwellung (A), 

pathologische Fraktur (C, D) 

 

Abb.4: Bildgebende Diagnostik des Osteosarkoms: Magnetresonanztomographie (A,B), Knochenszintigraphie (C), 

Computertomographie des Thorax (D), FDG-PET/CT (E) 
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Als generelles Therapie-Paradigma solider Tumoren des Kindes – und Jugendalters gilt 

die Kombination aus neoadjuvanter Polychemotherapie, Lokaltherapie und adjuvanter 

Polychemotherapie. In Deutschland werden nahezu alle Kinder- und Jugendlichen mit 

einem Osteosarkom nach den Therapie-Empfehlungen der European American 

Osteosarcoma Study (EURAMOS) Group und deren deutschen Abteilung der 

Cooperative OsteoSarkom Studiengruppe (COSS) behandelt (Abb. 6). Auch hier ist 

neben der neoadjuvanten und adjuvanten Polychemotherapie die Lokaltherapie des 

Tumors von zentraler Bedeutung. Angestrebt wird in der Regel die chirurgische 

Tumorresektion, während aufgrund der hohen Strahlenresistenz von Osteosarkomen und 

des Zweitmalignomrisikos die Strahlentherapie nur nachrangig in Betracht gezogen wird. 

Bei inoperablen Tumoren, nach makroskopisch oder mikroskopisch inkompletter 

Resektion oder bei Ablehnung der Tumorresektion (z.B. bei Indikation zur Amputation) 

bietet jedoch auch eine Strahlentherapie die Chance auf eine lokale Langzeitkontrolle 

bzw. Heilung (11). Neue Methoden wie die Partikeltherapie mittels Protonen- oder 

Schwerionentherapie werden für die Behandlung von Sarkomen in den letzten Jahren 

zunehmend erprobt (12, 13). In Deutschland werden sie jedoch nur an weniger Zentren 

Abb.5: Histopathologische Subtypen des Osteosarkoms: chondroblatisch (A), osteoblastisch (B), fibroblastisch (C) 
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angeboten (z.B. am Heidelberger Ionenstrahl-Therapiezentrum und am Westdeutschen 

Protonentherapiezentrum Essen). Insbesondere von der höheren biologischen Aktivität 

der Partikeltherapie verspricht man sich eine effektivere Bestrahlung von Patienten mit 

einem Osteosarkom. Die Effektivität der Schwerionenradiotherapie mit 

Kohlenstoffatomen wird derzeit in der OSCAR Studie geprüft (14).  

Nach Diagnosesicherung durch eine Tumorbiopsie erfolgt eine präoperative 

(neoadjuvante) Chemotherapie mit zwei Zyklen Doxorubicin/Cisplatin und vier Zyklen 

Methotrexat (zusammen zwei MAP-Blöcke, Abb. 6). Der Vorteil gegenüber der primären 

Tumorresektion ist neben der Regression des Primärtumors die frühzeitige systemische 

Therapie von Mikrometastasen. Außerdem kann anhand der beobachteten 

Tumorregression die Wirksamkeit der Chemotherapie abgeschätzt werden. Erst 

anschließend sollte eine Lokaltherapie des Primärtumors und ggf. der Metastasen 

durchgeführt werden. Die klinische (Rückgang von Schmerzen, Überwärmung, 

Schwellung und Bewegungseinschränkung) und radiologische (MRT, 

Knochenszintigraphie, FDG-PET/CT) Untersuchung sowie die histologische 

Aufarbeitung des resezierten Tumors ermöglicht die Beurteilung des Ansprechens auf 

die neoadjuvante Chemotherapie. Postoperativ wird die Chemotherapie für mindestens 

18 Wochen fortgesetzt (zwei MAP- und zwei MA-Blöcke ohne Cisplatin, Abb. 6).  

 

  

Abb.6: Therapieplan nach Empfehlung der Cooperative OsteoSarkom Studiengruppe (COSS). Die Lokaltherapie erfolgt in 

Form einer operativen Entfernung oder einer Bestrahlung. 

A = Doxorubicin, P = Cisplatin, M = Methotrexat 
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In der 2011 abgeschlossenen Therapieoptimierungsstudie EURAMOS-1 der European 

American Osteosarcoma Study Group wurde die postoperative Chemotherapie je nach 

histologischem Ansprechen durch weitere antineoplastische Substanzen ergänzt: bei 

gutem Ansprechen auf die neoadjuvante Chemotherapie durch Interferon-α-2b und bei 

schlechtem Ansprechen durch Ifosfamid/Etoposid (15). Im Rahmen der Auswertung der 

Studie konnte jedoch gezeigt werden, dass weder die zusätzliche Interferon-Gabe (16) 

noch die Verwendung zusätzlicher zytostatischer Substanzen (Ifosfamid/Etoposid) einen 

prognostischen Vorteil bietet (17).  

Im Rahmen der COSS-/EURAMOS-Studien behandelte Kinder mit nicht-metastasierten 

Osteosarkomen im Bereich der Extremitäten haben eine Heilungschance von 60 bis 

70 %. Sehr wichtig für die Prognose ist hierbei das histologische Ansprechen auf die 

neoadjuvante Chemotherapie. Finden sich histologisch weniger als 10 % vitale 

Tumorzellen (Saltzer-Kutschik-Klassifikation (SK) I-III = gutes Ansprechen), bedeutet 

dies eine deutlich bessere Prognose als ein schlechtes Ansprechen (> 10 % vitale 

Tumorzellen = SK IV-VI) (5-Jahres-Überlebensrate bei gutem Ansprechen 78 % und bei 

schlechtem Ansprechen 56 %) [Abb. 7 nach (18)]. Bei metastasierten Tumoren, 

makroskopisch inkompletter chirurgischer Resektion oder Rezidiven ist die Prognose 

jedoch nach wie vor sehr schlecht: bei metastasierte Tumore liegt die 5-Jahres-

Überlebensrate bei 29-32 %, bei makroskopisch inkompletter Resektion bei 16 % und im 

Fall von Rezidiven bei 26-32 % (18-20). Die Behandlung von Kindern und Jugendlichen 

mit einem Osteosarkom wurde in den 1970er Jahren durch Einführung der intensiven 

Polychemotherapie revolutioniert. Bis zu diesem Zeitpunkt waren nahezu alle Kinder mit 

einem Osteosarkom trotz Amputation der betroffenen Extremität an den Folgen der 

Fernmetastasierung verstorben. Seitdem konnte die Behandlung jedoch kaum weiter 

verbessert werden. Als klinisch wirksam haben sich bislang nur drei Zytostatika erwiesen: 

Methotrexat, Cisplatin und Doxorubicin. Zudem bleiben die Therapiemöglichkeiten bei 

inoperablen/metastasierten Tumoren weiterhin sehr begrenzt. Die Entwicklung von 

Strategien zur Optimierung der Effektivität der antineoplastischen Therapie ist daher 

dringend erforderlich. 
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Abb.7: Überlebenskurven nach Kaplan-Meier für unterschiedliche prognostische Faktoren (18) 

Histologische Regressionsgrade nach Salzer-Kuntschik:  

Grad 1: Keine vitalen Tumorzellen, Grad 2: Einzelne vitale Tumorzellen, Grad 3: Weniger als 10% vitales Tumorgewebe, Grad 

4: 10-50% vitales Tumorgewebe, Grad 5: Mehr als 50% vitales Tumorgewebe, Grad 6: Komplett vitaler Tumor 
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Die Effektivität antineoplastischer Therapie ist verringert, wenn in Tumorzellen pro-

apoptotische Moleküle gehemmt (z.B. p53-Mutation) oder anti-apoptotische aktiviert 

werden. Als eine vielversprechende neue Strategie zur Überwindung von Resistenz 

gegenüber antineoplastischer Therapie wurde in den letzten Jahren der Einsatz von small 

molecules, welche gegen zentrale Regulationsproteine der Apoptose gerichtet sind, 

beschrieben: SMAC mimetics (SM) hemmen die Wirkung der inhibitor of apoptosis 

proteins (IAPs), welche zu den wichtigsten zellulären Inhibitoren der Apoptose gehören. 

Es können zwei Apoptosewege voneinander unterschieden werden: der extrinsische und 

der intrinsische. Der extrinsische Apoptoseweg wird durch die Bindung eines Liganden 

an einen death receptor, der zur Familie der tumor necrosis factor receptors gehört, 

initiiert. Die Rezeptorbindung von Tumornekrosefaktor-α (TNFα), tumor necrosis factor 

related apoptosis inducing ligand (TRAIL) oder CD95-Ligand führt zur Aktivierung von 

Caspase 8 und 10, die wiederum die Effektorcaspasen 3, 6 und 7 aktivieren (21). Der 

intrinsische Apoptoseweg beginnt mit der mitochondrialen Freisetzung von Cytochrom C 

(z.B. nach Chemotherapie oder Bestrahlung). Cytochrom C aktiviert Caspase 9, die 

wiederum die Effektorcaspase 3 aktiviert. Der intrinsische Apoptoseweg wird durch die 

pro- und anti-apoptotischen Proteine der BCL-2-Familie reguliert (22). SMAC (second 

mitochondria-derived activator of caspase), das nach Aktivierung des intrinsischen 

Apoptosesignalwegs ebenfalls aus den Mitochondrien freigesetzt wird, bindet an 

Mitglieder der IAP-Familie und führt somit zu einer Dysinhibition von Apoptosewegen 

(Abb. 8) (23).   
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Abb. 8: Extrinsischer und intrinsischer Apoptosesignalweg und die Rolle von XIAP, cIAP1 und cIAP2 

IAP = Inhibitor of Apoptosis Proteins 

XIAP = X chromosome linked IAP 

cIAP = cellular IAP 

RIP1 = receptor-interacting protein 1 

SMAC = second mitochondria-derived activator of 

caspase 

TNF-α = tumor necrosis factor α 

TRAIL = TNF-α  related apoptosis inducing ligand 

CD95L = CD95-Ligand 

 

 

Abb. 9: Struktur der inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) (modifiziert nach 25)  

XIAP = X chromosome linked IAP 

cIAP = cellular IAP 

ML-IAP = Melanoma IAP 

BIR = baculoviral IAP repeat 

UBA = ubiquitin-associated domain 

CARD = caspase recruitment domain 

RING = Really Interesting New Gene finger domain 
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IAPs sind eine wichtige Gruppe anti-apoptotischer Moleküle, die in Tumorzellen zur 

Resistenz gegenüber Chemo- und Strahlentherapie beitragen. Alle enthalten eine oder 

mehrere baculoviral IAP Repeat(BIR)-Domänen. X chromosome linked IAP (XIAP), 

cellular IAP1/2 (cIAP1/2) und Melanoma IAP (ML-IAP) besitzen eine carboxy-terminale 

Really Interesting New Gene (RING)-Domäne, die als Ubiquitinligase fungiert (24) [Abb.9 

nach (25)]. XIAP inhibiert Caspase 3, 7 und 9 durch direkte Bindung (26). Dabei spielt die 

Verbindungsregion zwischen BIR1 und BIR2 für die Inhibition von Caspase 3 und 7 eine 

wichtige Rolle (27) und die BIR3-Domäne für die Inhibition von Caspase 9 (28). XIAP gilt 

als das potenteste Mitglied der IAP-Familie und kann, anders als viele andere Inhibitoren  

der Apoptose wie Bcl-2, sowohl die Todes-Rezeptor als auch die mitochondrial-

vermittelte Apoptoseaktivierung blockieren (29). Die anti-apoptotische Aktivität der cIAPs 

scheint deutlich komplexer: sie unterstützen das Überleben von Zellen durch Einfluss auf 

den NF-κB-Signalweg und können mittels ihrer E3-Ubiquitin-Ligase ihre eigenen 

Proteinlevel und die anderer IAPs und Caspasen modulieren (30). Die Ubiquitinierung 

von receptor-interacting protein 1 (RIP1) führt zu einer verminderten Aktivierung von 

Caspase 8 (31). ML-IAP kann Caspase 3 und 9 durch die Bindung derer BIR-Region 

inhibieren, nicht jedoch Caspase 7 (32). 

Die Proteine der IAP-Familie werden in vielen malignen Erkrankungen vermehrt 

exprimiert und sind häufig mit einer schlechten Prognose assoziiert. In primären 

Myelomzellen konnte das Vorliegen einer XIAP-Überexpression (33), in Sternberg-Reed-

Zellen (Hodgkin-Lymphom) einer  cIAP2-Überexpression (34) und in Zellen Nicht-

kleinzelliger Bronchialkarzinome einer XIAP- und Survivin-Überexpression (35) gezeigt 

werden. Die Überexpression von cIAP2 in Kolonkarzinomen ist mit einem frühem Rezidiv 

nach Fluoruracil-Chemotherapie (36) und die Überexpression von XIAP in 

Leukämiezellen von Patienten mit akuter myeloischer Leukämie mit einer kürzeren 

Remissionsdauer und kürzeren Überlebenszeit assoziiert (37).  

Bei Kindern und Jugendlichen mit einem Osteosarkom korreliert die zelluläre Livin/ML-

IAP-Expression mit einem schlechten Gesamtüberleben (38). Bei Kindern mit akuter 

lymphoblastischer Leukämie (ALL) vom T-Zell-Typ konnte eine Korrelation zwischen 

hohen XIAP-Expressionsleveln und einem schlechten Ansprechen auf die Prednison-

Vorphase gezeigt werden (39). Kinder mit akuter myeloischer Leukämie und erhöhten 

XIAP-Expressionsleveln sprachen schlechter auf die Induktions-Chemotherapie an und 

bekamen häufiger Rezidive (40). In Neuroblastomzellen, dem häufigsten extrakraniellen 
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soliden Tumor im Kindesalter, zeigte sich die Expression von XIAP deutlich erhöht (41). 

Hieraus lässt sich ableiten, dass IAPs interessante Zielmoleküle für eine medikamentöse 

Therapie sind. 

SMAC kann mit seiner amino-terminale Aminosäurensequenz (Ala-Val-Pro-Ile) BIR-

Domänen von IAPs wie XIAP, cIAP1 und cIAP2 binden und somit deren anti-apoptotische 

Wirkung blockieren (27, 42, 43). Aufbauend auf diesem N-terminalen AVPI-

Bindungsmotiv von SMAC wurden eine ganze Reihe unterschiedlicher SM entwickelt, 

welche die Wirkung von SMAC nachahmen und die Blockade der Apoptose durch IAPs 

in Tumorzellen aufheben sollen. Der pro-apoptotische Effekt dieser SM wurde zunächst 

in erster Linie auf Hemmung der XIAP-vermittelten Blockade von Caspasen und einer so 

induzierten Aktivierung der Caspase-Kaskade zurückgeführt. SM heben durch Bindung 

die XIAP-vermittelte Blockade von Caspase 3, 7 und 9 auf. Sie besetzen die BIR3-

Domäne von XIAP, sodass eine Bindung an Caspase 9 nicht mehr möglich ist (28). Das 

aktuell favorisierte Modell sieht jedoch die proteasomale Degradation von cIAPs gefolgt 

von der Modulation von TNFα, RIP1 und der NFκB-Signalwege im Vordergrund [(44-47), 

Abb. 10 nach (48)].  Die SM-induzierte Degradierung von cIAP-1/-2 führt zu einer 

Blockierung des kanonischen und einer gleichzeitigen Aktivierung des nicht-kanonischen 

NFB-Signalwegs und dadurch zu einer Induktion der autokrinen TNFα-Sekretion. Die 

Beteiligung dieser Signalwege wird aktuell als entscheidend für eine synergistische 

Apoptose-Induktion von SM und Chemotherapie angesehen (48, 49). Es gibt jedoch 

Hinweise, dass dies kein allgemeingültiges Modell für alle Tumorentitäten darstellt und 

andere Signalwege (z.B. die XIAP-Inhibition) eine wichtige Rolle einnehmen können (50, 

51). 

Es kann zwischen monovalenten und bivalenten SM unterschieden werden. Bivalente 

SM bestehen aus zwei monovalenten Untereinheiten. Sie haben eine höhere 

Bindungsaffinität zu IAPs (52) und können durch eine gleichzeitige Bindung an XIAPs 

BIR2- und BIR3-Domäne eine stärkere Aktivierung von Caspase 3 bewirken (53). 
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Abb. 10: Modell zum Effekt von SMAC mimetics auf die Regulation von TNFα, RIP1- und NFκB-Signalwegen und 

Apoptose (modifiziert nach 48) 

XIAP = X chromosome linked IAP 
cIAP = cellular IAP 
RIP1 = receptor-interacting protein 1 
SMAC = second mitochondria-derived activator of 
caspase 

TNF-α = tumor necrosis factor α 
TNF-RI = tumor necrosis factor receptor I 
TRAF2 = TNF receptor-associated factor 2 
NIK = NF-κB-inducing kinase 
NFκB = nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of 
activated B-cells 
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In präklinischen Studien konnte eine Sensitivierung von Tumorzellen für Chemo- und 

Strahlentherapie durch SM gezeigt werden (Tab. 2). 

Tab. 2: Auswahl präklinischer Studien mit SMAC mimetics 

SMAC mimetic Tumorentität verstärkte Chemo-/ 

Strahlentherapie 

Artikel 

Debio 1143 Plattenepithelkarzinome 

des Kopf-Hals-Bereichs 

Strahlentherapie (54) 

SM-164 Mammakarzinomzellen Strahlentherapie (55) 

BV6 Pankreaskarzinomzellen Gemcitabin, Cisplatin, 

Doxorubicin, Etoposid 

(56) 

LBW242 Neuroblastomzellen Doxorubicin, Vincristin (41) 

Seit mehreren Jahren wird in klinischen Phase-I/II-Studien der Effekt von SM bereits bei 

Malignomen des Erwachsenalters getestet. Monovalente SM wie GDC-0917/CUDC-427 

(Genentech, Inc./Curis), LCL161 (Novartis), and AT-406 (Ascenta Therapeutics) bieten 

dabei den Vorteil, dass sie oral verabreicht werden können. Dabei ist das SM LCL161 

eine häufig eingesetzte Substanz (Tab. 3) (57). Bislang wurden keine klinischen Studien 

zum Effekt von SM bei pädiatrisch-onkologischen Erkrankungen initiiert.  

Zusammenfassend könnten SM daher vielversprechende Kandidaten für eine 

Sensitivierung von Osteosarkomzellen für Chemo- und Strahlentherapie sein. 

Im Rahmen dieser Arbeit sollen folgenden Hypothesen geprüft werden: 

1. In Osteosarkomzellen liegt eine Überexpression von IAPs (als Zielstrukturen der 

SM) vor. 

2. Die Therapie mit LCL161 führt zu pro-apoptotischen Effekten in vitro und in vivo.  

3. Die Effekte einer Chemotherapie und/oder Strahlentherapie können durch die 

Kombination mit LCL161 in vitro und in vivo verstärkt werden.  

Langfristig sollen diese Untersuchungen dazu beitragen, die Strahlentherapieresistenz 

von Osteosarkomen zu durchbrechen und die Effektivität der Chemotherapie zu steigern, 

um damit das Überleben von Kindern mit Osteosarkomen verbessern zu können. 
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Tab. 3: Klinische Studien mit LCL161 nach ClinicalTrials.gov (Stand 05/2017) 

Kombination Tumorentität Dosis Phase 

I/II 

Ergebnis Studie 

+ Paclitaxel Solide Tumoren 

bei japanischen 

Patienten 

1/Woche: 

Steigerung 

Phase I Rekrutierung 

abgeschlossen 

NCT01968915 

+ Pacitaxel  Solide Tumoren 1/Woche: 

Steigerung 

Phase I Rekrutierung 

abgeschlossen 

NCT01240655 

keine Myelofibrose  1/Woche:  

1500 mg per os 

Phase II Rekrutierung 

bis 12/2017 

NCT02098161 

+/- Cyclo-

phosphamid 

Multiples Myelom Keine Angaben Phase II Rekrutierung 

bis 03/2016 

NCT01955434 

+ Paclitaxel Solide Tumoren 1/Woche: 

Steigerung 

Phase I Rekrutierung 

abgeschlossen 

NCT01240655 

keine Solide Tumoren 1/Woche: 

Tablette vs. 

Suspension,  

2/Tag an vier 

Tagen/Woche 

Phase I Rekrutierung 

abgeschlossen 

NCT01098838 

+ Gemzitabin 

+ Paclitaxel 

Metastasierte 

Pankreastumoren 

1/Woche:  

600, 1200, 1800 

mg per os 

Phase I Rekrutierung 

offen 

NCT01934634 

+ Paclitaxel Mamma-Karzinom 1/Woche, 

1800 mg per os 

Phase II Rekrutierung 

abgeschlossen 

NCT01617668 

+ Topotecan kleinzelliges 

Lungenkarzinom, 

Ovarialkarzinom 

1/Woche, 

max. 1200 mg 

per os 

Phase 

I/II 

Rekrutierung 

offen 

NCT02649673 

+ PDR001 

(Anti-PD1 

antibody) 

Multiples Myelom keine Angaben Phase I noch keine 

Rekrutierung  

NCT03111992 

+ PDR001  

 

Kolonkarzinom 

Mammakarzinom 

Bronchialkarzinom 

keine Angaben Phase I Rekrutierung 

offen 

NCT02890069 
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2. Methodik 

2.1 Chemikalien und Reagenzien 

Acrylamid (Rotiphorese Gel 30) Roth, Karlsruhe 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth, Karlsruhe 

β-Mercaptoethanol Roth, Karlsruhe 

Bovines Serum Albumin (BSA) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Bromphenolblau Roth, Karlsruhe 

complete Mini (10x) Roche,  Rotkreuz, Risch, Schweiz 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Fetales Kälberserum (FKS) Gibco life technologies, Carlsbad, CA, USA 

Glycerin (Glycerol) Roth, Karlsruhe 

Glycin Roth, Karlsruhe 

Isopropanol Roth, Karlsruhe 

Milchpulver (fettarm) Roth, Karlsruhe 

Methanol Roth, Karlsruhe 

Natriumchlorid (NaCl) Roth, Karlsruhe 

nonyl phenoxypolyethoxylethanol (NP-40), Tergitol® Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Opti-MEM® I Reduced Serum Medium Gibco life technologies, Carlsbad, CA, USA 

PBS-Dulbecco (1x, 10x) Biochrom, Berlin 

Penicillin/Streptomycin (P/S) Biochrom, Berlin 

Phosphatase Inhibitoren (100x) Serva, Heidelberg 

Propidiumiodid (PI) Gibco life technologies, Carlsbad, CA, USA 

Roti®-Block Roth, Karlsruhe 

RPMI 1640 Biochrom, Berlin 

SDS (Roti®-Stock 20%) Roth, Karlsruhe 

TEMED (99%) Roth, Karlsruhe 

Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) PromoKine, Heidelberg 

Tris Base Roth, Karlsruhe 

Tris-HCl Roth, Karlsruhe 

Trypan Blau Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

Trypsin-EDTA (0,25%) Gibco life technologies, Carlsbad, CA, USA 

Tween 20 Roth, Karlsruhe 

UltraPure™ DNase/RNase-Free Distilled Water Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 
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2.2. Kits und Standards 

Annexin V FITC Assay BD Biosciences, San Jose,  CA, USA 

NucleoSpin® RNA Macherey-Nagel AG, Oensingen 

peqGOLD, Proteinmarker VI PeqLab, Erlangen 

Pierce BCA Protein Assay kit  Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 

SuperScript® III Reverse Transcriptase 

Oligo(dT)20 Primer  

dNTP Mix 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Invitrogen, Carlsbad, CA, USA 

Super Signal West Dura Extended Duration 

Substrate 

Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 

TaqMan® Gene Expression Master Mix Applied Biosystems, Weiterstadt 

 

2.3. Geräte und Verbrauchsmaterialien 

Bestrahlungsgerät (Typ OB 29/9203-10, 

Radionuklid Cs-137) 

Varian Medical Systems, Palo Alto, CA, USA 

Brutschrank Cytoperm™ 2 CO2 Gassed Incubator Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 

ChemiDoc MP BioRad, Hercules, CA, USA 

Epoch Microplate Spectrophotometer BioTek, Winooski, USA 

Eppendorf Mastercycler Eppendorf, Hamburg 

FACSCalibur® Becton Dickinson, Heidelberg 

Feinwaage Kern ABS Kern, Schifferstadt 

Heizblock ThermoMixer C Eppendorf, Hamburg 

Lichtmikroskop Carl Zeiss, Jena 

Magnetrührer RH basic IKA, Staufen 

Mini-PROTEAN® Tetra cell BD Falcon, Heidelberg 

NanoDrop 3300 Fluorospectrometer NanoDrop products, Wilmington, DE, USA 

Nitrozellulose-Membran Trans-Blot® Transfer 

Medium (0,45 µm) 

BioRad, Hercules, CA, USA 

Rollenmischer RS-TR 5 Phoenix Instrument, Garbsen 

Short Plates BioRad, Hercules, CA, USA 

Spacer Plates With 1.0 mm Integrated Spacers BioRad, Hercules, CA, USA 

Sterilbank Heraeus Laminair Holten 

StepOnePlus™ System Thermo Scientific, Waltham, MA, USA 

Transblot Turbo  BioRad, Hercules, CA, USA 

Zellkulturartikel BD Falcon, Heidelberg 

Zellzählkammer  Neubauer LO - Laboroptik Ltd, Lancing, UK 

Zentrifuge Hettich Rotanta 460R Hettich Lab Technology, Tuttlingen 

Zentrifuge 5424R Eppendorf, Hamburg 
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2.4. Puffer und Lösungen 

Annexin V/PI-Lösung (pro 24 well) 100 µl Annexinbindungspuffer 

2,5 µl Annexin V 

4 µl Propidiumiodid (50 µg/ml) 

Laemmli-Probenpuffer (5x) 60 mM Tris-HCl (pH 6,8) 

10 % SDS 

50 % Glycerol 

10 % Mercaptoethanol 

1,5 % Bromphenolblau 

1x PBST 100 ml 10x PBS (1 % Tween) 

ad 1 l Aqua dest.   

Ripa-Puffer 25 mM Tris-HCl pH 7.6 

150 mM NaCl 

1 % NP-40 

1 % sodium deoxycholate 

0,1 % SDS 

Sammelgelpuffer pH 6,8 

0,5 M Tris 

0,4 % SDS 

SDS-Laufpuffer 25 mM Tris 

192 mM Glycin 

0,01 % SDS 

Towbin-Transferpuffer 25 mM Tris base 

192 mM Glycin 

20 % Methanol 

Trenngelpuffer pH 8,8 

1,5 M Tris 

0,4 % SDS 
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2.5. Western-Blot-Antikörper 

2.5.1. Primärantikörper 

Antikörper Firma Verdünnung 

Mouse Anti-XIAP BD Biosciences 1:1000 

Goat Anti-cIAP1 R&D Systems 1:500 

Mouse Anti-cIAP2 R&D Systems 1:250 

Mouse Anti-Rip1 BD Biosciences 1:2000 

Rabbit Anti-β-actin Sigma-Aldrich 1:7500 

 

2.5.2. Sekundärantikörper 

Antikörper Firma Verdünnung 

Donkey Anti-goat Jackson 1:5000 

Sheep Anti-mouse GE healthcare 1:5000  

1:2500 für cIAP2 

Donkey Anti-rabbit GE healthcare 1:5000 

 

2.6. Chemotherapeutika und LCL161 

Doxorubicin Apotheke, Charité 

Methotrexat Apotheke, Charité 

Cisplatin Apotheke, Charité 

Vincristin Apotheke, Charité 

LCL161 Novartis, Basel, Schweiz 

 

2.7. Inhibitoren   

Humira (Adalimumab) AbbVie, North Chicago, Illinois, USA 

Necrostatin-1 StressMarq Biosciences Inc., Victoria, Kanada 

PBS-1086 Profectus BioSciences Inc., Tarrytown, NY, USA  
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2.8. siRNAs, Antisense-Oligonukleotide und Transfektionsreagenz 

2.8.1. siRNAs und Antisense-Oligonukleotide 

Ziel-RNA  Name Firma Sequenz/Strukturformel 

cIAP1 ON-TARGETplus 

SMARTpool, 

Human BIRC2 

(cIAP1) 

 

GE Dharmacon, 

Lafayette, CO, USA 

J-004390-12: 

UCGCAAUGAUGAUGUCAAA 

J-004390-13: 

GAAUGAAAGGCCAAGAGUU 

J-004390-14: 

GAAAUGCUGCGGCCAACAU 

J-004390-15: 

UAUAGGACCUGGAGAUAGG 

RIPK1 

 

ON-TARGETplus 

SMARTpool, 

Human RIPK1 

GE Dharmacon, 

Lafayette, CO, USA 

J-004445-07: 

CCACUAGUCUGACGGAUAA 

J-004445-08: 

UGAAUGACGUCAACGCAAA 

J-004445-09: 

GCACAAAUACGAACUUCAA 

J-004445-10: 

GAUGAAAUCCAGUGACUUC 

Non-targeting ON-TARGETplus 

Non-targiting Pool, 

D-001810-10-05 

GE Dharmacon, 

Lafayette, CO, USA 

 

XIAP  AEG 35156 Aegera Therapeutics, 

Montreal, Québec, 

Kanada 

𝐶188𝐻225𝑁65𝑂104𝑆18𝑃18𝑁𝑎18 

Non-targeting  AEG 35187 Aegera Therapeutics, 

Montreal, Québec, 

Kanada 

 

 

2.8.2. Transfektionsreagenz 

Oligofectamine 2000 Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 
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2.9. Taqman-Sonden  

XIAP Hs01597783_m1 Applied Biosystems, 

Weiterstadt 

cIAP1 Hs00169407_m1 Applied Biosystems, 

Weiterstadt 

Rip Hs 01112284_m1 Applied Biosystems, 

Weiterstadt 

GAPDH Hs 99999905_m1 Applied Biosystems, 

Weiterstadt 

2.10. Zellen und Zelllinien 

Die Zelllinie 143B stammt aus dem Tumor einer 13-jährigen Osteosarkompatientin. Die 

Zelllinie ist Thymidinkinase negativ. Die 143B-Zellen werden in RPMI 1640 mit 10% FKS 

und 1% P/S kultiviert und 2x/Woche 1:20 mit 0,25% Trypsin-EDTA gesplittet. Die Zellen 

wurden freundlicherweise von der AG Integrative Medizin (Charité Universitätsmedizin 

Berlin) zur Verfügung gestellt. 

Die Zelllinie Saos-2 stammt aus dem Tumor einer 11-jährigen Osteosarkompatientin. Der 

Tumor wurde mit RTG, Methotrexat, Doxorubicin, Vincristin, Cyclophosphamid und 

Aramycin-C behandelt. Die Saos-2-Zellen werden in RPMI 1640 mit 10% FKS und 1% 

P/S kultiviert und 2x/Woche 1:4 mit 0,25% Trypsin-EDTA gesplittet. Die Zellen wurden 

freundlicherweise von der AG Integrative Medizin (Charité Universitätsmedizin Berlin) zur 

Verfügung gestellt. 

2.11. Behandlung mit Chemo-/Radiotherapie in Kombination mit LCL161 

Die Zellen werden 24 Stunden vor der Behandlung ausplattiert: die 143B-Zellen 1x104 

Zellen pro 24 well und die Saos-2-Zellen 3x 104 Zellen pro 24 well. Am Behandlungstag 

werden ein Mediumwechsel und die Applikation unterschiedlicher Chemo-, Bestrahlungs- 

bzw. LCL161-Dosen durchgeführt. Die Auswertung des Versuchs erfolgt 48 Stunden 

später mittels Durchflusszytometrie. Die Versuche wurden in Triplikaten durchgeführt.   
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2.12. Durchflusszytometrie (fluorescence-activated cell scan = FACS) 

Zur Vorbereitung der FACS-Messung werden die Zellen mit 1xPBS gewaschen, 2 min 

mit 0,25 % Trypsin-EDTA inkubiert und anschließend in Medium aufgenommen. Das 

gesamte Medium sowie das PBS werden gesammelt und 5 min mit 1500 rpm bei 4°C 

zentrifugiert. Der Überstand wird verworfen und die Zellen in gekühltem PBS 

aufgenommen. Für die Annexin V/Propidiumiodid(PI) -Färbung werden die Zellen 

nochmals 5 min mit 1500 rpm bei 4°C zentrifugiert, in Annexin V/PI-Lösung 

aufgenommen und für 30 min bei 4°C inkubiert.  

Die Messung erfolgt am FACSCalibur mit dem Programm Cellquest und die Auswertung 

mit FlowJo (Abb. 11). Es werden 1x104 Zellen gemessen. In einem ersten Schritt wird 

der Zelldébris ausgeschlossen (Abb. 11A). Anschließend werden eine vitale und eine 

apoptotische Population voneinander abgegrenzt (Abb. 11B/C). In der Auswertung der 

Annexin V/PI-gefärbten Zellen werden alle Annexin V-positiven Zellen als apoptotisch 

gewertet.  

Dabei befinden sich Annexin-V-positive und Propidiumiodid-negative Zellen in einem 

frühen Apoptosestadium. Zu diesem Zeitpunkt wird das Phospholipid Phosphatidylserin 

an der äußeren Zellmembran exprimiert, sodass Annexin V an diese Zellen binden kann. 

Annexin-V- und Propidiumiodid-positive Zellen befinden sich in einem späteren 

Apoptosestadium, in dem die Membranintegrität nicht mehr besteht und die Zellmembran 

somit durchlässig für Propidiumiodid ist. (Abb. 11C) 

Mittels forward scatter (FSC) lässt sich die Größe der Zellen und mittels sideward scatter 

(SSC) die Granularität der Zellen beurteilen. Während der Apoptose nimmt die Größe der 

Zellen ab und die Granularität zu, sodass sich auch mittels FSC/SSC apoptotische von 

vitalen Zellen abgrenzen lassen.  (Abb. 11B) 
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2.13. Proteinextraktion mittels RIPA-Puffer 

Das Zellpellet wird in 50-80 µl RIPA-Puffer gelöst, 30 min auf Eis inkubiert und 

anschließend 10 min mit 13.000 rpm bei 4°C zentrifugiert. Der Überstand enthält das 

Proteinextrakt.  

  

Abb. 11: Auswertung der Durchflusszytometrie mittels FlowJo. Exklusion des Zelldébris (A),  anschließend Trennung der 

vitalen und apoptotischen Population mittels FSC/SSC (B) oder Trennung der vitalen und apoptotischen Population mittels 

AnnexinV/PI-Färbung (C) 

FSC/SSC = forward scatter/sideward scatter 

PI = Propidiumiodid 
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2.14. Protein-Bestimmung mittels Pierce BCA Protein Assay kit 

Zunächst wird eine BSA-Verdünnungsreihe angefertigt. Diese Standardreihe wird zur 

Kalibrierung des Geräts benötigt. 10 µl einer Probe werden mit 200 µl BCA Working 

Reagent (1 ml Reagent A + 200 µl Reagent B) 30 min bei 37°C inkubiert. Die zu 

messenden Proteinextrakte werden 1:5 verdünnt. Die Messung erfolgt bei 562 nm mit 

einem Epoch Microplate Spectrophotometer und dem Programm Gen5.  

2.15. Western Blot 

2.15.1. Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) 

Für die Auftrennung der Proteinextrakte wurde eine Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese verwendet.  

Tab. 4: Gelzusammensetzung für die Gelelektrophorese 

Für 6 Gele Trenngel (12%) Sammelgel (4%) 

Aqua dest. 9,5 ml 9,2 ml 

Acrylamid (30%) 10,8 ml 2 ml 

Trenngelpuffer 6,8 ml  

Sammelgelpuffer  3,75 ml 

APS 108 µl 60 µl APS 

TEMED 24 µl 30 µl APS 

Zunächst wird das Trenngel bis auf die Höhe von 4/5 in die abgedichtete spacer-plate-

short-plate-Kombination gegossen und mit Isopropanol bedeckt. Sobald die 

Polymerisation abgeschlossen ist, wird das Isopropanol abgegossen, der verbleibende 

Platz zwischen den Glasplatten mit dem Sammelgel aufgefüllt und ein Kamm eingeführt. 

Die Gele werden in der Elektrophoresekammer platziert und diese mit SDS-Laufpuffer 

aufgefüllt. 20 µg Protein (bzw. 40 µg für cIAP2) werden auf 10 µl mit aqua dest. aufgefüllt. 

Den Proben wird Laemmli-Probenpuffer hinzugefügt und das Gemisch 5 min bei 90°C 

inkubiert. Nach Befüllung der Taschen mit Proteinleiter und Proben werden die Gele mit 

100 V im Sammelgel und 150 V im Trenngel laufen gelassen.  
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2.15.2. Semi-dry-blot 

Filterpapiere und Nitrozellulose-Membranen werden 5 

min in Towbin-Transferpuffer eingelegt, die Gele vom 

Sammelgelanteil befreit und kurz in Transferpuffer 

gewaschen. Der semi-dry-blot wird wie in Abb. 12 

dargestellt aufgebaut und 30 min bei 25 V im Transblot 

Turbo geblottet. Die Qualität des blots wurde mittels 

Ponceau-Färbung kontrolliert. 

2.15.3. Antikörper-vermittelter Proteinnachweis 

Die Membranen werden für 1 h in Roti-Block (bzw. 5% Milch in PBST für cIAP2) geblockt, 

über Nacht bei 4°C mit dem Primärantikörper inkubiert, dreimal 5 min in PBST 

gewaschen, 1 h bei Raumtemperatur mit dem Sekundärantikörper inkubiert und 

nochmals in PBST gewaschen. Die Membranen werden in einer Folie 30 sec mit 200 µl 

Super Signal West Dura Extended Duration Substrate inkubiert und anschließend Bilder 

mit einem ChemiDoc MP und ImageLab aufgenommen. 

2.16. Transfektion von siRNAs und Antisense-Oligonukleotiden 

Der knock down in Saos-2-Zellen wird mittels des lipid-basierten Transfektionssystems 

Oligofectamine 2000 durchgeführt. Die Transfektion erfolgte nach dem Protokoll des 

Herstellers mit einer siRNA-Endkonzentration von 200 nM. Im letzten Schritt wird das 

serumfreie Medium nach 5 h nicht durch Medium mit höherprozentigem FKS ergänzt, 

sondern durch RPMI 1640 mit 10 % FKS und 1 % P/S ersetzt.  

2.17. RNA-Extraktion 

Die RNA-Extrakte werden nach Angaben der Herstelllers mit dem NucleoSpin® RNA kit 

gewonnen und die Konzentration per NanoDrop 3300 Fluorospectrometer gemessen.  

2.18. Reverse Transkription 

Die Transkription der mRNA in cDNA erfolgt mittels der SuperScript® III Reverse 

Transcriptase sowie Oligo-dT-Primern und einem dNTP Mix bestehend aus vier 

Nukleotiden (dATP, dCTP, dGTP, dTTP). Der Ansatz wird in Tab. 5/6 beschrieben im 

Eppendorf Mastercycler durchgeführt.  

  

Abb. 12: Aufbau des Semi-dry-blots 
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Tab. 5: Pipettierschema für die Reverse Transkription 

 Volumen (µl) pro Probe 

RNA Entsprechend 1 µg 

dNTP Mix (10 mM) 1 

Oligo-(dT)20 (50 µM) 1 

Aqua dest. Ad 12 µl 

 

Mastermix Volumen (µl) pro Probe 

5xPuffer 4 

DTT (0,1M) 1 

SuperScript® III Reverse Transcriptase (200U/µl) 1 

Gesamtvolumen 6 

Tab. 6: Temperaturverlauf für die Reverse Transkription 

65 °C 5 min 

Auf Eis 1 min 

Zentrifugieren und Mastermix dazu  

50 °C  60 min 

70 °C 15 min 

4 °C Lagerung 
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2.19. Real-time polymerase chain reaction (Real-time PCR) 

Für die Real-time PCR werden Taqman-Sonden und TaqMan® Gene Expression Master 

Mix benutzt. Der Ansatz wird wie in Tab. 7/8 beschrieben im StepOnePlus™ System und 

mit Hilfe der StepOne™ Software durchgeführt.  

Tab. 7: Pipettierschema für die Real-time PCR 

 Volumen (µl) pro Probe 

Aqua dest. 5,75 

Assay (20x) 0,75 

Mastermix 7,5 

cDNA 1 

Gesamtvolumen 15  

Tab. 8: Temperaturverlauf für die Real-time-PCR 

 
  StepOnePlus     

Ramp 

Speed: 50°C 2 min Hold   

Fast 95°C 10 min Hold   

 
95°C 15 sec 

 
  

 
60°C 1 min 40 cycles Messung 

 

2.20. Mausversuche 

Die Mausversuche wurden mit weiblichen NOD/SCID/IL2rg-Mäusen durchgeführt. 

Diesen wurden jeweils 1*107 Saos-2-Zellen subkutan appliziert (Tag 1). Es gab 4 Gruppe 

à 7 Tieren: NaCl (Kontrollgruppe), LCL161, Doxorubicin, Doxorubicin + LCL161. Die 

Gabe von LCL161 erfolgte dreimal wöchentlich über 2 Wochen per os. Die Gabe von 

Doxorubicin erfolgte einmal wöchentlich intraperitoneal über 2 Wochen.   

Die Versuche wurden unter Berücksichtigung des Tierschutzgesetzes von der 

Experimental Pharmacology & Oncology Berlin-Buch GmbH durchgeführt, nachdem sie 

vom Landesamt für Gesundheit und Soziales genehmigt worden waren. Die Versuche 

wurden in Kooperation mit der AG Integrative Medizin (Charité) geplant.  
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2.21. Statistische Auswertung 

Die Auswertung der quantitativen Realtime-PCR erfolgt mittels delta-delta-CT-Methode 

und T-Test für ungepaarte Stichproben. 

Um festzustellen, ob es sich bei den Effekten der Kombination von LCL161 und 

Chemotherapie, um synergistische Effekte handelt werden combination indices (CI) nach 

der Chou-Talalay-Methode berechnet (58). Dabei bedeutet CI < 1 einen synergistischen, 

CI = 1 einen additiven und CI > 1 einen antagonistischen Effekt. Die CIs werden nach 

folgender Formel berechnet: CI = (d1/D1) + (d2/D2), dabei stellen D1 und D2 die 

erforderliche Konzentration von Substanz 1 und 2 dar, um 50 % Effekt zu erzielen und 

d1 und d2 die erforderlichen Konzentrationen von Substanz 1 und 2 dar, um 50 % Effekt 

in Kombination zu erzielen. Die Berechnung der mittleren effektiven Konzentration 

(EC50) erfolgt mittels GraphPad Prism in folgenden Schritten: Transform (x=log(x)), 

Normalize, Nonlin Fit (variable slope). 

Aufgrund der geringen Apoptose-Induktion durch die Strahlentherapie allein konnten für 

die Kombination aus LCL161 und Strahlentherapie keine combination indices (CI) nach 

der Chou-Talalay-Methode berechnet werden. Die Auswertung erfolgte mittels T-Test für 

ungepaarte Stichproben wie folgt: (𝑅 + 𝐿𝐶𝐿) − 𝐿𝐶𝐿0 𝐺𝑦 im Vergleich zu 𝑅0 µ𝑀 𝐿𝐶𝐿 −

𝐺𝑟𝑢𝑛𝑑𝑎𝑝𝑜𝑝𝑡𝑜𝑠𝑒 . Dabei stellt R + LCL den Effekt von Bestrahlung in Kombination mit 

LCL161, LCL0 Gy den Effekt von LCL161 allein und R0 µM LCL den Effekt der Bestrahlung 

allein dar.  

Die Auswertung der Mausversuche, Inhibitor- und knockdown-Experimente wurde mittels 

T-Test für ungepaarte Stichproben durchgeführt.  
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3. Ergebnisse 

3.1. Überexpression von inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) in 

Osteosarkomzellen 

Der erste Schritt, um einzuschätzen, ob SMAC mimetics (SM) potentiell wirksame 

Medikamente für Osteosarkome sein könnten, war der Nachweis der Expression von 

IAPs in Osteosarkomzellen. Dafür konnte auf gefärbte Tumorbiopsieschnitte von 

Osteosarkompatienten des Instituts für Pathologie der Charité zurückgegriffen und eine 

deutliche Expression von XIAP feststellt werden (Abb. 13A). Darüber hinaus konnte 

mittels Western Blot die Überexpression von XIAP in 143B-Zellen im Vergleich zu 

Kontrollzelllinien (Osteoblasten, pulmonale Fibroblasten) gezeigt werden (Abb. 13B). 

Daraus lässt sich ableiten, dass sich SM bei Osteosarkomzellen als wirksam erweisen 

könnten.   

  

Abb. 13: Überexpression von XIAP in Osteosarkomzellen: Immunhistochemischer Nachweis von XIAP in der Tumorbiopsie 

eines Osteosarkoms (A) und Überexpression von XIAP in einer Osteosarkomzelllinie (OS, 143B-Zellen) im Vergleich zu 

Kontrollzelllinien (Osteoblasten, pulmonale Fibroblasten) (B) 

XIAP = X chromosome linked IAP  

IAP = inhibitor of apoptosis protein 

ES = Ewingsarkomzelllinie C433 
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3.2. Der Effekt von SMAC mimetic LCL161 auf 143B- und Saos-2-Zellen 

Zunächst sollte geprüft werden, ob die Behandlung mit dem SM LCL161 in 143B- und 

Saos-2-Zellen zu pro-apoptotische Effekten führt. Die Titrationsreihen zeigten für beide 

Zelllinien erst im hohen µM-Bereich eine relevante Apoptose-Induktion (Abb. 14). 

Dementsprechend kann von einer SM-Resistenz von Osteosarkomzellen ähnlich wie bei 

ALL- und Neuroblastomzellen ausgegangen werden (39, 41). 

Zudem konnten möglichen Konzentrationen für eine Kombination mit Strahlen-/ 

Chemotherapie festgelegt werden. Diese wurden in einem Bereich von 5-10 % 

Eigeneffekt ausgewählt. 

  

Abb. 14: Effekt von SMAC mimetic  LCL161 auf 143B- und Saos-2-Zellen 

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mittels forward scatter/sideward scatter durchgeführt. 
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3.3. Effekte von SMAC mimetic LCL161 in Kombination mit Chemo- und 

Strahlentherapie in Osteosarkomzellen in vitro  

3.3.1. Effekte von SMAC mimetic LCL161 in Kombination mit Strahlentherapie in 

Osteosarkomzellen in vitro 

Nachdem gezeigt werden konnte, dass das SM LCL161 bei den Osteosarkomzelllinien 

143B und Saos-2 erst in hohen Dosen zu pro-apoptotischen Effekten führt, sollte nun 

überprüft werden, ob bei diesen Zellllinien Effekte einer Strahlentherapie durch LCL161 

verstärkt werden können. Dafür wurden die Zellen zunächst mit unterschiedlichen 

Bestrahlungsdosen in Kombination mit LCL161 behandelt (Abb. 15A/B). Die Behandlung 

mit LC161 erfolgte 3 h vor der Bestrahlung, mit der Idee die Blockierung der 

Apoptosewege schon vor der Bestrahlung zu vermindern. Hierbei zeigte sich keine 

relevante Apoptose-Induktion durch die Bestrahlung allein und eine nur geringe 

Apoptose-Induktion durch LCL161 allein. In Kombination konnte jedoch für beide 

Zelllinien eine signifikante Verstärkung der Strahlentherapie-Effekte durch LCL161 für 

alle getesteten Bestrahlungsdosen festgestellt werden (143B-Zellen: 2 Gy p= 1,7 x 10-2; 

4 Gy p = 2,3 x 10-2; 6 Gy 2,1 x 10-3; 8 Gy p = 1,4 x 10-2; Saos-2: 1 Gy p = 1,9 x 10-3; 2 Gy 

p = 2,3 x 10-4; 4 Gy p = 2,2 x 10-4, 6 Gy p = 2,4 x 10-4). Aufgrund der Ergebnisse der 

statistischen Auswertung kann von einer Sensitivierung von 143B- und Saos-2-Zellen für 

Strahlentherapie mittels LCL161 ausgegangen werden. Dabei zeigte sich für beide 

Zelllinien eine maximale Verstärkung bei 6 Gy, sodass weitere Versuche bei dieser 

Bestrahlungsdosis durchgeführt wurden.  

Anschließend wurden die Effekte einer Kombinationstherapie mit unterschiedlichen 

LCL161-Konzentrationen (Abb. 15C/D) und zu unterschiedliche Behandlungszeitpunkten 

mit LCL161 (Abb. 15E) ermittelt. Dabei wurden folgende LCL161-Konzentrationen 

ausgewählt: 20 µM für die 143B-Zellen und 5 µM für die Saos-2-Zellen. Eine längere 

Exposition der OS-Zellen mit LCL161 vor Bestrahlung (24 h vs. 3 h) führte nicht zu einer 

relevanten Verstärkung der SM-Effekte, sodass der Zeitpunkt der Behandlung mit 

LCL161 bei 3 h vor Bestrahlung belassen wurde.  
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Abb. 15: Sensitivierung von 143B- und Saos-2-Zellen für Bestrahlung mittels des SMAC mimetic LCL161 

Die durchflusszytometrische Analyse wurde teils mittels Annexin V/PI (143B unterschiedliche Bestrahlungsdauer, 30 µM LCL) 

teils mittels forward scatter/sideward scatter (restliche Daten) durchgeführt. 

a. R. = ante radiatio 
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3.3.2. Effekte von SMAC mimetic LCL161 in Kombination mit Chemotherapie in 

Osteosarkomzellen in vitro  

In einem zweiten Schritt sollte überprüft werden, ob bei OS-Zellen auch Effekte einer 

Chemotherapie durch LCL161 verstärkt werden können. Dazu wurden die Effekte einer 

Kombination von LCL161 mit den drei Zytostatika der Standardchemotherapie 

Doxorubicin, Methotrexat und Cisplatin untersucht. Zudem hatte sich die Kombination 

von LCL161 und Vincristin in anderen Tumorentitäten, z.B. Neuroblastomzellen, als 

besonders effektiv erwiesen (41), sodass diese Kombination auch für OS-Zellen 

zusätzlich untersucht wurde.  

Für die 143B-Zellen zeigte sich durch LCL161 eine Verstärkung der pro-apoptotischen 

Effekte von Methotrexat, Doxorubicin und Vincristin (Abb. 16). Dabei konnten für die 

Kombinationen von LCL161 mit Doxorubicin [combination indice (CI) 0,70] und Vincristin 

(CI 0,67) synergistische Effekte (CI < 1) nachgewiesen werden.  

Für die Saos-2-Zellen zeigte sich mittels LCL161 eine deutliche Verstärkung der Effekte 

von Vincristin, Doxorubicin und Cisplatin (Abb. 17).  Dabei konnten für diese 

Kombinationen von LCL161 mit Doxorubicin (CI 0,37), Vincristin (CI 0,60) und Cisplatin 

(CI 0,48) synergistische Effekte nachgewiesen werden. 

Beide untersuchten Osteosarkomzelllinien ließen sich durch das SM LCL161 für 

Doxorubicin und Vincristin sensitivieren.  
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Abb. 17: Sensitivierung von Saos-2-Zellen für Chemotherapie mittels des SMAC mimetic LCL161 

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mittels forward scatter/sideward scatter durchgeführt. 

 

 

 

Abb. 16: Sensitvierung von 143B-Zellen für Chemotherapie mittels des SMAC mimetic LCL161 

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mittels forward scatter/sideward scatter durchgeführt. 
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3.4. Mechanismen der Sensitivierung von Osteosarkomzellen für Chemo- und 

Strahlentherapie mittels SMAC mimetic LCL161  

Nachdem gezeigt werden konnte, dass pro-apoptotische Effekte von Chemo- und 

Strahlentherapie in Osteosarkomzellen mittels LCL161 verstärkt werden können, stellte 

sich die Frage nach den Mechanismen dieser Verstärkung. Das aktuell favorisierte 

Modell der Wirkungsweise von SM sieht die proteasomale Degradation von cIAPs gefolgt 

von der Modulation von TNFα, RIP1 und der NFκB-Signalwege im Vordergrund, sodass 

wir den Einfluss dieser Signalwege untersuchten.  

3.4.1. Veränderung der Proteinlevels von IAPs unter Behandlung mit Chemo-/ 

Strahlentherapie und LCL161 

Zunächst sollte überprüft werden, ob sich unter Behandlung mit Chemo-/ 

Strahlentherapie und LCL161 veränderte Proteinlevels der IAPs beobachten lassen (Abb. 

18). Dabei zeigte sich sowohl in 143B- als auch in Saos-2-Zellen 24 h und 48 h nach der 

Behandlung mit LCL161 eine Verminderung der Proteinlevel von cIAP1 (Abb. 

18A/B/C/D). Unter der Behandlung mit Vincristin konnte in Saos-2-Zellen nach 24 h und 

48 h eine Verminderung der Proteinlevel von cIAP2 festgestellt werden (Abb. 18B). Eine 

Veränderung der Proteinexpression von XIAP konnte unter keiner der 

Behandlungskombinationen beobachtet werden.  
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Abb. 18: Proteinlevel von inhibitor of apoptosis proteins in 143B- und Saos-2-Zellen ohne und mit Behandlung 

MTX = Methotrexat, VCR = Vincristin, 6 Gy = Bestrahlung mit 6 Gy  

 

 

 



46 
 

3.4.2 Der Einfluss von cIAP1 auf die durch LCL161 vermittelte Verstärkung pro-

apoptotischer Effekte von Chemotherapie in Osteosarkomzellen 

Aufgrund der verminderten Expression von cIAP1 unter einer Behandlung mit LCL161 

sollte geprüft werden, ob sich die durch LCL161 vermittelte Verstärkung pro-

apoptotischer Effekte der Chemotherapie durch eine Degradation von cIAP1 erklären 

lässt. Dafür etablierten wir einen cIAP1-knockdown in Saos-2-Zellen mittels einer anti-

cIAP1-siRNA. Die Effektivität des knockdowns wurde auf RNA-Ebene (Abb. 19A; p = 8,6 

x 10-6) und auf Proteinebene bestätigt (Abb. 19C). Anschließend wurde die 

Kombinationsbehandlung von LCL161 und Vincristin in Saos-2-Zellen ohne Transfektion, 

mit Transfektion einer scrambled siRNA und mit Transfektion der anti-cIAP1-siRNA 

durchgeführt.  Die Effektivität des knockdowns wurde auch für diesen Versuch auf 

Proteinebene bestätigt (Abb. 19D). Die Kombination aus cIAP1-knockdown und Vincristin 

zeigte nicht den gleichen Effekt wie die Kombination aus LCL161 und Vincristin. Es zeigte 

sich jedoch durch den cIAP1-knockdown eine relevante Verstärkung der Apoptose-

Induktion durch LCL161 allein (p = 1,9 x 10-4; Abb. 19B). 
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Abb. 19: Die Etablierung des cIAP1-knockdowns (A, C) und der Einfluss des cIAP1-knockdowns auf die durch LCL161 

vermittelte Verstärkung der pro-apoptotischen Effekte von Vincristin in Saos-2-Zellen (B), Verifizierung des knockdown 

72 h nach Transfektion/48 h nach Behandlung (D)  

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mittels forward scatter/sideward scatter durchgeführt. 

scr-siRNA = scrambled siRNA, VCR = Vincristin 
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3.4.3. Der Einfluss von RIP1, TNF-α und der NFκB-Signalwege auf die durch LCL161 

vermittelte Verstärkung pro-apoptotischer Effekte von Strahlen- und Chemotherapie in 

Osteosarkomzellen 

Um zu testen, welchen Einfluss RIP1, TNF-α und die NFκB-Signalwege auf die durch 

LCL161 vermittelte Verstärkung pro-apoptotischer Effekte haben, wurden spezifische 

Inhibitoren benutzt.  

Adalimumab ist ein humaner monoklonaler Antikörper gegen TNF-α. Die Wirksamkeit von 

Adalimumab in einer Konzentration von 50-100µg/ml konnte durch eine Blockade der 

TNF-α induzierten Apoptose gezeigt werden (Abb. 20A/B). Diese TNF-α-Blockade führte 

jedoch weder für eine Kombinationsbehandlung von LCL161 und Chemotherapie (Abb. 

21A/B) noch für eine Kombinationsbehandlung von LCL161 und Bestrahlung (Abb. 

21E/F) zu einer deutlichen Reduktion der pro-apoptotischen Effekte. Dies deutet darauf 

hin, dass TNF-α keine entscheidende Rolle für die LCL161 vermittelte Verstärkung pro-

apoptotischer Effekte von Chemo- und Strahlentherapie spielt.  

Necrostatin-1 ist ein RIP1-Inhibitor und hemmt somit den TNF-α-Rezeptor induzierten 

Apoptoseweg. Die Wirksamkeit von Necrostatin-1 in einer Konzentration von 5 µM konnte 

ebenfalls durch eine Blockade der TNF-α induzierten Apoptose gezeigt werden (Abb. 

20C). Die Hemmung des RIP1-vermittelten Apoptoseweges führte ebenfalls zu keiner 

Reduktion der Effekte einer Kombinationsbehandlung von LCL161 und Chemotherapie 

(Abb. 21C). 

Zur Überprüfung der Ergebnisse von Necrostatin-1 etablierten wir einen RIP1-knockdown 

in Saos-2-Zellen mittels einer anti-RIP1-siRNA. Die Effektivität des knockdowns wurde 

auf RNA-Ebene (Abb. 22A; p = 1,9 x 10-5) und auf Proteinebene bestätigt (Abb. 22C). 

Anschließend wurde die Kombinationsbehandlung von LCL161 und Vincristin in Saos-2-

Zellen ohne Transfektion, mit Transfektion einer scrambled siRNA und mit Transfektion 

der anti-RIP1-siRNA durchgeführt. Die Effektivität des knockdowns wurde auch für 

diesen Versuch auf Proteinebene bestätigt (Abb. 22D).  Der RIP1-knockdown führte zu 

keiner Reduktion der Effekte einer Kombinationsbehandlung von LCL161 und Vincristin 

im Vergleich zu den Zellen, die mit der scrambled siRNA behandelt wurden. Dies deutet 

darauf hin, dass auch RIP1 keine entscheidende Rolle für die LCL161 vermittelte 

Verstärkung pro-apoptotischer Effekte von Zytostatika spielt. 
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PBS-1086 ist ein NF-κB-Inhibitor. Durch PBS-1086 in einer Konzentration von 2,5 µM 

ließen sich pro-apoptotische Effekte von TNF-α verstärken (Abb. 20D). Auch die 

Hemmung der NF-κB-Signalwege führte zu keiner Veränderung der Effekte einer 

Kombinationsbehandlung von LCL161 und Chemotherapie (Abb. 21D).  

 

 

  

Abb. 20: Verifizierung effizienter Inhibitorkonzentrationen von Adalimumab (A/B), Necrostatin-1 (C) und  

PBS-1086 (D)  

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mittels forward scatter/sideward scatter durchgeführt. 
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Abb. 21: Der Einfluss von Adalimumab (A,B, E, F), Necrostatin-1 (C) und PBS-1086 (D) auf die Sensitivierung von 

Osteosarkomzellen für Chemo- und Strahlentherapie mittels des SMAC mimetic LCL161 

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mittels forward scatter/sideward scatter durchgeführt. 
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Abb. 22: Etablierung des RIP1-knockdowns (A, C) und der Einfluss des RIP1-knockdowns auf die durch LCL161 

vermittelte Verstärkung der pro-apoptotischen Effekte von Vincristin in Saos-2-Zellen (B), Verifizierung des knockdown 72 

h nach Transfektion/48 h nach Behandlung (D)  

Die durchflusszytometrische Analyse wurde mittels forward scatter/sideward scatter durchgeführt. 

scr-siRNA = scrambled siRNA, VCR = Vincristin 
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3.5. Vergleichbarkeit der durchflusszytometrischen Analysen mittels forward 

scatter/sideward scatter und mittels AnnexinV/Propidiumiodid-Färbung zum 

Nachweis der Apoptose-Induktion 

Um die im Verlauf benutzten durchflusszytometrischen Analysen mittels forward 

scatter/sideward scatter (FSC/SSC) zu begründen, wurde zunächst eine Vergleichbarkeit 

dieser Methode zu der Analyse mittels AnnexinV/Propidiumiodid(PI)-Färbung geprüft. 

Zwei OS-Zelllinien (143B- und Saos-2-Zellen) wurden mit zwei verschiedenen Zytostatika 

(Methotrexat und Vincristin) in An-/Abwesenheit von SM LCL161 behandelt. Die 

Apoptose-Induktion wurde sowohl mittels AnnexinV/PI als auch mittels FSC/SSC 

bestimmt.  (Abb. 23). Zwischen diesen beiden Methoden konnten für beide Zelllinien 

(143B und Saos-2) keine relevanten Unterschiede festgestellt werden, sodass in der 

Folge die Bestimmung der Apoptose-Induktion in der Regel mittels FSC/SCC 

durchgeführt wurde (die jeweilige Methode wurde in der Abbildung angeben).  

  

Abb. 23: Durchflusszytometrische Auswertung mittels forward scatter/sideward scatter (FSC/SSC) und AnnexinV/ 

Propidiumiodid-Färbung 
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3.6. Pro-apoptotische Effekte von LCL161 auf Osteosarkomzellen in vivo  

Nachdem festgestellt werden konnte, dass sich in Osteosarkomzelllinien in vitro pro-

apoptotische Effekte von Chemotherapie durch das SM LCL161 verstärken lassen, sollte 

geprüft werden, ob sich diese synergistischen Effekte auch in vivo zeigen lassen. Dafür 

wurden NOD/SCID/IL2rg-Mäusen subkutan Saos-2-Zellen injiziert und jeweils mit 

Doxorubicin, LCL161 oder der Kombination behandelt. Im ersten Mausversuch (Abb. 

24A) überlebte keine der mit Doxorubicin behandelte Mäuse den Tag 32. Von den mit 

Doxorubicin und LCL161 behandelten Mäusen erreichte nur eine von sieben Mäusen den 

Endpunkt (Tag 46). Diese wies jedoch am Tag 46 ein deutlich geringeres Tumorvolumen 

als die Kontrollgruppe auf.  In der mit LCL161 allein behandelten Gruppe konnte am 

Endpunkt ein signifikant geringeres Tumorvolumen (p = 3,0 x 10-2) als in der 

Kontrollgruppe beobachtet werden.  

In einem zweiten Versuch (Abb. 24B) kam es trotz Dosisreduktion von Doxorubicin bis 

zum Endpunkt erneut zu kompletten Ausfällen der mit Doxorubicin und 

Doxorubicin/LCL161 behandelten Gruppen. Am Tag 34 zeigten sich jedoch bereits 

signifikante Unterschiede der Tumorvolumina im Vergleich zu der Kontrollgruppe: 

Doxorubicin (p = 4,6 x 10-3), LCL161 (p = 1,0 x 10-2), Doxorubicin + LCL161 (p = 9,1 x  

10-4). Zudem konnte am Endpunkt ein signifikant geringeres Tumorvolumen (p = 9,4 x  

10-4) in der mit LCL161 behandelten Gruppe als in der Kontrollgruppe beobachtet werden.  

In beiden Versuchen zeigte sich durch die Behandlung mit dem SM LCL161 allein eine 

deutliche Reduktion des Tumorvolumens. Synergistische Effekte von LCL161 und 

Doxorubicin ließen sich in vivo aufgrund der unerwarteten Doxorubicin-Toxizität anhand 

der durchgeführten Experimente nicht sicher demonstrieren.  
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Abb. 24: Effekte von SMAC mimetic LCL161 allein und in Kombination mit Doxorubicin in Saos-2-Zellen in vivo 

p-Werte (im Vergleich zur Kontrollgruppe)  A) Tag 46: LCL161 3,0 x 10-2, B) Tag 34: Doxorubicin 4,6 x 10-3, LCL161 1,0 x 10-2, 

Doxorubicin + LCL161 9,1 x 10-4, Tag 43: LCL161 9,4 x 10-4 
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4. Diskussion 

Osteosarkome sind die häufigsten malignen Knochentumoren im Kindes- und 

Jugendalter. In der Altersgruppe zwischen 15 und 19 Jahren machen sie über 5 % der 

malignen Erkrankungen aus (6). Im Rahmen der COSS- /EURAMOS-Studien behandelte 

Kinder mit nicht-metastasierten Osteosarkomen im Bereich der Extremitäten haben durch 

die eingesetzte neoadjuvante Polychemotherapie, Lokaltherapie (in der Regel die 

chirurgische Tumorresektion) und adjuvante Polychemotherapie eine Heilungschance 

von 60 bis 70 %. Bei metastasierten Tumoren, makroskopisch inkompletter chirurgischer 

Resektion oder Rezidiven ist die Prognose jedoch nach wie vor sehr schlecht (16-32%) 

(18-20). Nicht zuletzt die hohe Strahlenresistenz von Osteosarkomen macht die 

erfolgreiche Behandlung von nicht komplett resezierbaren und metastasierten Tumoren 

nahezu unmöglich. Daher ist die Entwicklung von Strategien zur Optimierung der 

Effektivität der antineoplastischen Therapie dringend erforderlich. 

Als eine vielversprechende neue Strategie zur Überwindung von Resistenz gegenüber 

antineoplastischer Therapie wurde in den letzten Jahren der Einsatz von small molecules, 

welche gegen zentrale Regulationsproteine der Apoptose gerichtet sind, beschrieben. 

SMAC kann inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) wie XIAP, cIAP1 und cIAP2 binden und 

somit deren anti-apoptotische Wirkung blockieren (27, 42, 43). Aufbauend auf dem N-

terminalen AVPI-Bindungsmotiv von SMAC wurden eine ganze Reihe unterschiedlicher 

small molecules, sogenannte SMAC mimetics (SM) entwickelt. Der pro-apoptotische 

Effekt dieser SM wurde sowohl auf die Hemmung der XIAP-vermittelten Blockade der 

Caspasen 3,7 und 9 als auch auf die proteasomale Degradation von cIAPs gefolgt von 

der Modulation von TNFα, RIP1 und der NFκB-Signalwege zurückgeführt (28, 44-47). 

Durch SM konnte in multiplen präklinischen Studien bereits eine Sensitivierung von 

Tumorzellen für Chemo- und Strahlentherapie gezeigt werden (41, 54-56, 59). Auch in 

klinischen Phase-I/II-Studien wurde der Effekt von SM bereits bei Malignomen des 

Erwachsenalters getestet, ohne dass sich eine relevante Toxizität zeigte (57).  

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob in Osteosarkomzellen eine 

Überexpression von IAPs (als Zielstrukturen der SM) vorliegt, die Behandlung mit dem 

SM LCL161 zu pro-apoptotischen Effekten in vitro und in vivo führt und ob Effekte einer 

Chemo- oder Strahlentherapie durch eine Kombination mit LCL161 in vitro und in vivo 

verstärkt werden können.  
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Zunächst konnte gezeigt werden, dass in Osteosarkomzellen eine Überexpression von 

XIAP vorliegt. XIAP gilt als das potenteste Mitglied der IAP-Familie. Es kann Caspase 3, 

7 und 9 durch direkte Bindung inhibieren (26) und somit sowohl die Todes-Rezeptor als 

auch die mitochondrial-vermittelte Apoptoseaktivierung blockieren (29). Die starke 

Überexpression von XIAP als Zielstruktur von SM war ein Anhalt, dass SM in 

Osteosarkomzellen pro-apoptotische Effekte erzielen können.  

Die alleinige Behandlung von Osteosarkomzellen mit dem SM LCL161 führte erst bei 

hohen mikromolaren Dosen zu relevanten apoptotischen Effekten, sodass ähnlich wie 

bei ALL-Zellen (Nalm-6, Loucy) (40) und Neuroblastomzellen (C1300, Kelly, NXS2, SK-

N-SH) von einer SM-Resistenz ausgegangen werden kann (39, 41). Es können SM-

resistente von SM-sensiblen Zelllinien wie den Ovarialkarzinomzelllinien SKOV-3 und 

OVCAR-4 (44, 47), den Nicht-kleinzellige-Bronchialkarzinomzelllinien HCC44, HCC461 

und A2058, der Mammakarziomzelllinie MDA-MB-231 (45, 48), sowie der 

Rhabdomyosarkomzelllinie Kym-1 (47) unterschieden werden.  

In Zellen, in denen sich durch eine Behandlung mit einem SM allein keine relevanten 

apoptotischen Effekte erzielen ließen, z.B. SM-resistente Neuroblastomzellen, konnten 

jedoch Effekte von Zytostatika durch SM verstärkt werden (41). In der vorliegenden Arbeit 

konnte gezeigt werden, dass sich in SM-resistenten Osteosarkomzellen sowohl pro-

apoptotische Effekte von Strahlentherapie als auch von Chemotherapie durch das SM 

LCL161 verstärken lassen. Beide Osteosarkomzelllinien ließen sich durch LCL161 

sowohl für Strahlentherapie, als auch für Vincristin und Doxorubicin sensitivieren. SM 

können dementsprechend die Resistenz von Osteosarkomzellen gegenüber Chemo- und 

Strahlentherapie durchbrechen. 

Nachdem demonstriert werden konnte, dass pro-apoptotische Effekte von Chemo- und 

Strahlentherapie in Osteosarkomzellen mittels LCL161 verstärkt werden können, stellte 

sich die Frage nach den Mechanismen dieser Verstärkung. Das aktuell favorisierte 

Modell der Wirkungsweise von SM sieht die proteasomale Degradation von cIAPs gefolgt 

von der Modulation von TNFα, RIP1 und der NFκB-Signalwege im Vordergrund, sodass 

wir den Einfluss dieser Signalwege untersuchten (44-47). 

In beiden Osteosarkomzellllinien zeigte sich nach einer Behandlung mit LCL161 eine 

verminderte Proteinexpression von cIAP1. Auch in Neuroblastomzellen und 

Ovarialkarzinomzellen kam es nach der Behandlung mit dem SM LBW242 zu einer 
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verminderten Proteinexpression von cIAP1 (41, 47). In SM-sensiblen Mammakarzinom- 

und Bronchialkarzinomzellen kam es nach Behandlung mit einem SM sowohl zu einer 

verminderten Proteinexpression von cIAP1 als auch von cIAP2 (46, 48). Nach aktuellem 

Wissenstand scheint diese verminderte Proteinexpression von cIAP1 durch einen 

proteasomalen Abbau bedingt zu sein, da sie sich durch die zusätzliche Behandlung mit 

dem Proteasominhibitor MG132 verhindern ließ (44, 46, 47). 

Aufgrund der verminderten Expression von cIAP1 unter einer Behandlung mit LCL161 

sollte geprüft werden, ob sich in Osteosarkomzellen die LCL161 vermittelte Verstärkung 

pro-apoptotischer Effekte von Chemotherapie durch eine Degradation von cIAP1 erklären 

lässt und sich somit durch einen cIAP1-knockdown die Effekte von SM nachahmen 

lassen. Unter einer Kombinationsbehandlung aus cIAP1-knockdown und Vincristin ließ 

sich nicht der gleiche Effekt wie unter der Kombination aus LCL161 und Vincristin 

beobachten. Es zeigte sich jedoch durch den cIAP1-knockdown eine relevante 

Verstärkung der Apoptose-Induktion durch LCL161 allein. In SM-sensiblen ALL-Zellen 

konnten mit einer Kombination von cIAP1-knockdown und Chemotherapie ähnliche 

Effekte wie mit einer Kombinationsbehandlung von SM und Chemotherapie erreicht 

werden (51). In SM-sensiblen Ovarialkarzinomzellen hatte ein cIAP1-knockdown 

zusammen mit einer TNFα-Behandlung einen vergleichbaren Effekt wie die Behandlung 

mit LBW242 allein (44). Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass in SM-

resistenten Osteosarkomzellen im Gegensatz zu SM-sensiblen Zellen die Sensitivierung 

für Chemotherapie durch SM nicht relevant auf der Degradation von cIAP1 beruht. 

Des Weiteren konnten in SM-resistenten Osteosarkomzellen weder durch eine TNFα-

Blockade, noch durch Hemmung von RIP1 oder NFκB-Signalwegen Auswirkungen auf 

die Effekte von LCL161 allein oder die Kombination von LCL161 mit Chemo- oder 

Strahlentherapie beobachtet werden. 

In SM-sensiblen Ovarialkarzinomzellen konnte die SM-vermittelte Apoptose-Induktion 

durch den TNFα-Inhibitor Etanercept gehemmt werden (44). In weiteren SM-sensiblen 

Zellen (Bronchialkarzinom-, Mammakarzinom-, Melanomzellen) konnte die SM-

vermittelte Apoptose-Induktion ebenfalls sowohl durch einen TNFα-neutralisierender 

Antikörper als auch durch einen TNFR1- oder TNFα-knockdown gehemmt werden. 

Darüber hinaus ließ sich in diesen Zellen die SM-vermittelte Apoptose-Induktion durch 
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einen RIPK1-knockdown verhindern. Zudem zeigte sich, dass SM-sensible Zellen im 

Gegensatz zu SM-resistenten Zellen TNFα sezernierten (45).  

In SM-sensiblen Bronchialkarzinomzellen und ALL-Zellen konnte gezeigt, dass die 

Effekte einer Kombinationstherapie von SM und Chemotherapie teilweise TNFα und/oder 

RIP1 abhängig sind. Zudem führte die Kombinationsbehandlung von SM und 

Chemotherapie zu einer potenzierten autokrinen TNFα-Ausschüttung im Vergleich zu 

einer SM- oder Chemotherapiebehandlung allein und zur Formierung des 

RIP1/FADD/Caspase-8-Komplexes (48, 51). Die Inaktivierung von Caspase 8, jedoch 

nicht von Caspase 9, konnte eine SM-vermittelte Apoptose-Induktion verhindern, sodass 

in SM-sensiblen Zellen von einer TNF-R1 und Ripoptosom vermittelten Induktion des 

extrinsischen Apoptoseweges durch SM ausgegangen werden kann (46, 47).  

In SM-resistenten Neuroblastomzellen führte eine TNFα-Blockade mittels eines TNFα-

neutralisierender Antikörpers nicht zu verminderten Effekten einer 

Kombinationsbehandlung von Chemotherapie und SM. In SM-resistenten 

Bronchialkarzinomzellen konnten die Effekte einer Kombinationsbehandlung von 

Chemotherapie und SM nicht durch einen TNF-R1-, Caspase-8- oder RIP1-knockdown 

gehemmt werden (50).  Unsere Ergebnisse zeigten, dass eine Behandlung mit einem SM 

allein (LCL161) und Ko-Stimulation mit TNFα in SM-resistenten Osteosarkomzellen im 

Gegensatz zu SM-resistenten Neuroblastomzellen (41) zu einer relevanten Apoptose-

Induktion führte. In weiteren Zelllinien, in denen durch SM allein nur gering, jedoch durch 

eine Ko-Stimulation mit TNFα eine relevante Apoptose-Induktion erreicht werden konnte, 

führten, wenn exogenes TNFα hinzugefügt wurde, die gleichen Mechanismen (Caspase-

8-, TNFR1- und RIP1-abhängig) zur Apoptose-Induktion (45, 47). Anders als 

Neuroblastomzellen lassen sich also Osteosarkomzellen durch SM für TNFα 

sensitivieren. Die SM-vermittelte Sensitivierung für Chemotherapie erfolgte jedoch in 

Osteosarkomzellen (wie in Neuroblastomzellen) unabhängig von TNFα und/oder RIP1.  

Auch Effekte von SM auf die NF-κB-Signalwege konnten in anderen Zelllinien gezeigt 

werden. In SM-sensiblen und SM-resistenten Zelllinien kam es durch die Behandlung mit 

SM sowohl zu einer Induktion des kanonischen (vermehrte RIP1-Bindung an TNF-R1, 

IkB- und p65-Phosphorilierung) als auch den nicht-kanonischen NFκB-Signalweges (NIK-

Stabilisierung und p100-Bildung), wobei sich die Aktivierung der NFκB-Signalwege auch 

durch einen cIAP-knockdown erreichen ließ. Dabei führte die NFκB-Aktivierung in SM-
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sensiblen Zellen zu einer Induktion der autokrinen TNFα-Sekretion, welche wiederum zur 

Apoptose-Induktion dieser Zellen notwendig schien (46, 47). Daraus lässt sich schließen, 

dass es zwar sowohl in SM-sensiblen als auch SM-resistenten Zellen durch SM zu einer 

cIAP1-vermittleten Aktivierung von NFκB-Signalwegen kommt, diese jedoch nur in SM-

sensiblen Zellen zu einer erhöhten autokrinen TNFα-Sekretion und anschließenden 

relevanten Apoptose-Induktion führt.  

Auch in vivo ließen sich in SM-sensiblen Zellen durch eine Behandlung mit SM erhöhte 

TNFα-Spiegel induzieren. Eine Behandlung mit einem TNFα-neutralisierenden 

Antikörper konnte jedoch die SM-vermittelte Tumorreduktion nur teilweise blockieren 

(48). Auch in einem Mausmodell mit in vitro SM-resistenten Zellen konnte eine durch die 

Behandlung mit einem SM allein eine Tumorzellreduktion beobachtet werden. Eine 

verstärkte Tumorzellreduktion ließ sich durch eine Kombinationsbehandlung von SM mit 

Chemotherapie erreichen. Auch dieser Effekt einer Kombinationsbehandlung ließ sich 

partiell durch die zusätzliche Behandlung mit einem TNFα-neutralisierenden Antikörper 

blockieren (48). Die Möglichkeit von Tumorzellen SM-vermittelt vermehrt TNFα zu 

sezernieren könnte in vivo deutlich weniger relevant sein als in vitro, da die 

Tumorumgebung reaktiv vermehrt TNFα produziert und die Tumorzellen 

dementsprechend mit ausreichend exogenem TNFα in Kontakt sind (49). Diese 

Hypothese ließ sich auch durch die im Rahmen dieser Arbeit mit SM-resistenten 

Osteosarkomzellen durchgeführten Mausversuche stützen, in denen sich durch die 

Behandlung mit dem SM LCL161 allein eine deutliche Reduktion des Tumorvolumens 

zeigte. Synergistische Effekte von LCL161 und Doxorubicin ließen sich in vivo aufgrund 

der unerwarteten Doxorubicin-Toxizität in dem verwendeten Mausmodell anhand der 

durchgeführten Experimente nicht sicher demonstrieren.  

Darüber hinaus gibt es Hinweise, dass auch eine XIAP-Inhibition eine wichtige Rolle in 

der Wirkungsweise von SM einnimmt. In SM-resistenten Bronchialkarzinomzellen ließ 

sich durch einen XIAP-knockdown der Effekt eines SM in Kombination mit 

Chemotherapie nachahmen (50) und SM-resistente Kolonkarzinomzellen ließen sich 

durch einen XIAP-knockdown ähnlich wie mit einem SM für Bestrahlung sensitivieren 

(59). Eine Veränderung des Proteinlevels von XIAP konnte in Osteosarkomzellen jedoch 

unter keiner der Behandlungskombinationen beobachtet werden. Dies zeigte sich in 

multiplen Tumorentitäten, in denen eine Behandlung mit SM geprüft wurde, z.B. kam es 

in Neuroblastom-, Ovarialkarzinom-, Mammakarzinom- und Rhabdomyosarkomzellen 
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unter der Behandlung mit SM zu keiner Verminderung des XIAP-Proteinlevels (41, 44, 

46, 47). Daraus lässt sich schließen, dass XIAP-vermittelte pro-apoptotische Effekte von 

SM nicht durch eine Degradation, sondern durch eine Inhibition von XIAP bedingt sind.  

Zusammenfassend lässt sich feststellen, dass den Effekten von SM und der Verstärkung 

von Chemotherapie-Effekten durch SM unterschiedliche Mechanismen zu Grunde liegen 

können. Dabei lassen sich in vitro die Mechanismen SM-resistenter von SM-sensiblen 

Zellen unterscheiden. In SM-sensiblen Zellen scheinen die Effekte von SM sowohl auf 

einer TNF-R1 und Ripoptosom vermittelten Induktion des extrinsischen Apoptoseweges, 

als auch auf einer cIAP1-vermittelten Aktivierung von NFκB-Signalwegen und einer 

daraus resultierenden vermehrten autokrinen TNFα-Sekretion zu beruhen. Die SM 

vermittelte Induktion einer verminderten Expression von cIAP1 und cIAP2 in SM-

sensiblen Zellen deutet zudem auf ein Zusammenspiel beider cIAPs hin. In SM-

resistenten Zellen scheint am ehesten die Regulation von XIAP eine wichtige Rolle zu 

spielen. Sowohl der Einfluss von einer cIAP1-vermittelten Aktivierung von NFκB-

Signalwegen, als auch einer TNFα- und RIP1-abhängige Apoptose-Induktion ohne 

zusätzliche exogene TNFα-Stimulation ließ sich für SM-resistente Zellen nicht zeigen. 

Die unterschiedliche Möglichkeit von Tumorzellen, SM vermittelt vermehrt TNFα zu 

sezernieren, könnte in vivo deutlich weniger relevant sein als in vitro, da die Tumorzellen 

mit ausreichend exogenem TNFα aus der Tumorumgebung in Kontakt sind. Die 

Unterscheidung von SM-sensiblen und SM-resistenten Zellen scheint dementsprechend 

in vivo weniger relevant als in vitro. 

Auch für Osteosarkomzellen lässt sich also vermuten, dass die Inhibition von XIAP ein 

Schlüsselmechanismus der Wirkungsweise von SM darstellt. Experimente mit dem XIAP-

Antisense-Oligonukleotide AEG 35156 gestalteten sich jedoch aufgrund der hohen 

Grundapoptose der Zellen als sehr schwierig. Zur Überprüfung der Rolle von XIAP 

müsste jedoch ein XIAP-knockdown etabliert und beobachtet werden, ob so der Effekt 

eines SM in Kombination mit Chemo-/Strahlentherapie nachgeahmt werden kann. Auch 

eine Untersuchung von involvierten Caspasen (Caspase 8 vs. 9) könnte ergänzend 

durchgeführt werden, um eine Aktivierung des extrinsisches vom dem des intrinsischen 

Apoptoseweges zu unterscheiden. Dabei würde die Verstärkung des intrinsischen 

Apoptoseweges, der unabhängig von TNFα aktiviert wird, die Hypothese einer XIAP-

vermittelten Wirkweise von SM unterstützen. Zusätzlich zur NFκB-Inhibitor-Testung 

mittels PBS-1086 könnten mittels Western-blot-Analysen die Aktivierung des 
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kanonischen (IkB- und p65-Phosphorilierung) und des nicht-kanonischen (Umwandlung 

von p100 zu p52) NFκB-Signalweges durch SM spezifischer untersucht werden. 

Interessant wäre zudem, ob sich durch eine exogene TNFα-Stimulation ähnliche 

Mechanismen (TNF-R1 und RIP1-abhängige Apoptose-Induktion) wie für SM-sensible 

Zellen aktivieren lassen und ob sich die SM induzierten zytotoxischen Effekte durch 

TNFα-Antikörper in vivo blockieren lassen. Darüber hinaus könnte eine erneute 

Durchführung eines Mausversuchs mit einer geringeren Doxorubicin-Dosis oder mit 

einem anderen Zytostatikum z.B. Vincristin zeigen, ob sich in Osteosarkomzellen 

apoptotische Effekte einer Chemotherapie auch in vivo mittels des SM LCL161 

verstärken lassen. Der sichere und reproduzierbar nachweisbare antineoplastische Effekt 

von LCL161 allein und/oder in Kombination mit Chemo- und/oder Strahlentherapie im 

murinen Osteosarkom-Modell wäre die Voraussetzung für eine klinische Prüfung von 

LCL161 im Rahmen einer pädiatrischen Phase I/II Studie. Die geringe Toxizität von SM 

und speziell von LCL161, die sich in mehreren Phase I/II-Studien im Erwachsenalter 

bereits zeigen ließ, spricht für einen möglichen Einsatz im pädiatrischen Bereich.  

Insgesamt weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass die Behandlung mit dem 

SM LCL161 allein und in Kombination mit Strahlen- oder Chemotherapie eine 

vielversprechende Therapieoption für Kinder und Jugendliche mit nicht-operablen bzw. 

metastasierten Osteosarkomen sein könnte.  
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