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Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom ist der hiufigste solide Tumor der Niere. Das Auftreten eines
Multi-Drug-resistenten Phénotyps stellt ein massives Problem fiir die Behandlung von
Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinomen im fortgeschrittenen Tumorstadium dar. Der
Bedarf an Entwicklung von wirksamen Medikamenten, die spezifisch und effektiv diese
therapieresistenten Nierenzellkarzinome bekdmpfen, ist daher besonders grof3. Hierbei stellt
die Dysregulation der Apoptose in Tumorzellen einen wichtigen therapeutischen Ansatzpunkt
dar, der unter anderem auf der Zunahme von antiapoptotischen Proteinen basiert, welche die
unkontrollierte Zellproliferation, die de novo Angiogenese und auch die Metastasierung von
Tumorzellen ermoglichen. Das antiapoptotische Protein XIAP ist der stdrkste Caspase-
inhibitor der IAP-Familie und konnte in klarzelligen Nierenzellkarzinomen bereits als
prognostischer Marker und molekularer Schalter fiir das Ansprechen auf die Apoptose
identifiziert werden. Die Entwicklung neuartiger Substanzen, die das AVPI-Motiv des
natiirlichen IAP-Antagonisten Smac imitieren, fiihrte zur Identifikation der drei vielver-
sprechenden Zelltod-Aktivatoren LBPSO1, LBPS03 und LBPS0S5, die das Potential besitzen
XIAP zu inhibieren und tumorspezifisch den Zelltod zu induzieren. Die Verwendung von

strukturellen Derivaten ermdglichte Riickschliisse auf eine Struktur-Wirkungs-Beziehung.

Fir LBPSOl und LBPS03 wurde die Apoptose als Hauptsignalweg fiir den Zelltod
identifiziert. Infolge einer LBPS03-abhingigen, zielgerichteten Degradierung von XIAP,
konnte XIAP als Zielmolekiil identifiziert werden, in dessen Folge Caspasen reaktiviert und
der intrinsische Apoptosesignalweg eingeleitet wurde. Die LBPS03-induzierte Initiierung des
p53-Signalwegs forderte zudem die Transkription von proapoptotischen Faktoren, die
ihrerseits antiapoptotische Bcl-Mitglieder inhibieren und die Anderung des mitochondrialen
Membranpotentials begiinstigten. Der Zelltod-Aktivator LBPS03 war imstande, durch die
Degradierung von IkBa und der Phosphorylierung von NF-kB, den kanonischen NF-kB-
Signalweg zu induzieren. Sowohl die Aktivierung des p53- wie auch des kanonischen NF-kB-
Signalwegs konnten dazu beitragen, dass LBPS03 auf der transkriptionellen Ebene
proapoptotische Faktoren wie CDO95 verstidrkt exprimiert, um den extrinsischen Signalweg zu
induzieren. Neben einer Todesliganden-vermittelten Apoptose konnte der Ripoptosom-
Komplex in LBPSO03-stimulierten Zellen die Aktivierung der Caspase-8 fordern. Die

Stabilisierung von RIP1 und PIDD begiinstigten moglicherweise zudem die Formierung
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eines PIDDosom-Komplexes, der zu einer Caspase-2-Initiierung fiihrte. Eine LBPS03-
vermittelte Reduktion der Pon2- und Katalase-Proteinlevel wies auf die Aktivierung der
Apoptose iiber den INK-Signalweg hin.

Ferner konnte gezeigt werden, dass LBPS0S5 einen Nekroptose-dhnlichen Zelltod forderte, der
Caspase-unabhingig verlief. Die Akkumulation von RIP1 in LBPSO05-behandelten Zellen
wies auf eine Necrosom-Formierung hin, die durch die Verwendung eines MLKL-Inhibitors
in Nierenkarzinomzellen die Apoptose einleitete. Die Transkription von IL8 und CCL20 in
LBPS05-behandelten Zellen verwies auf einen Zytokine-vermittelten Zelltod, der in einer

NF-«B- und JNK-abhingigen Weise einen Caspase-unabhingigen Zelltod einleiten konnte.

Zusammengefasst konnte in der vorliegenden Arbeit beschrieben werden, dass erstmals zwei
neue Substanzen — LBPS03 und LBPSO5 - aufgrund ihrer molekularbiologischen
Charakterisierung und ihrer vollstindig divergenten Wirkweise, als potenzielle Kandidaten
fir zukiinftige klinische Studien in Frage kommen konnen, weil sie zielgerichtet in die

Zelltodsignalwege von Tumorzellen eingreifen und tumorspezifisch den Zelltod induzieren.
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Summary

Renal cell carcinoma is the most common solid tumor of the kidney. The occurrence of a
multi-drug resistant phenotype represents a massive problem in the treatment options for
patients with clear cell renal carcinoma in advanced tumor stages. The dysregulation of
apoptosis is a common phenomenon in tumor cells and can partly be attributed to the
upregulation of anti-apoptotic proteins leading to cell proliferation, cell growth, angiogenesis
and metastasis. In renal cell carcinoma the anti-apoptotic protein XIAP could be identified as
a prognostic and independent marker and represents the strongest caspase and apoptosis
inhibitor of its family. The development of new substances that imitate the AVPI motif of the
natural IAP antagonist Smac led to the identification of three interesting cell death activators
LBPSO1, LBPS03, LBPS05 with minimal to no toxic effects on normal renal epithelial cells.
In a second screening we identified structural derivates of the three initial structures, which
led to conclusions about their structure-activity relationship.

The substances LBPSO1 and LBPSO03 induced apoptosis, in which LBPS03 represented the
more effective substance. During a LBPS03-mediated degradation of XIAP, XIAP could be
identified as a molecular target. By downregulation of XIAP, LBPS03 induced the initiation
of caspases and the intrinsic apoptotic signaling pathway. The LBPS03-mediated activation of
the p53-signaling pathways led to a transcription of proapoptic factors, which themselves
inhibited antiapoptotic proteins of the Bcl-family and promoted a change in the mitochondrial
membrane potential. The new cell death inducer LBPS03 was able to degrade IxBa,
phosphorylate NF-kB and in further consequence induced the NF-kB-signaling pathway. The
pS53- as well as the NF-kB-signaling pathway may initiate the transcription of proapoptotic
genes such as CD95 in LBPSO3-stimulated cells, which activated the extrinsic apoptosis
pathway. In addition to a death-ligand-mediated apoptosis, the ripoptosom-complex could
promote the activation of caspase-8 in LBPS03-treated cells. The stabilization of RIP1 und
PIDD during LBPS03-treatment favor the formation of the PIDDosom, in which caspase-2
became active. A LBPS03-promoted reduction of the Pon2- and Catalase-protein level
indicated a JNK-dependent apoptosis.

Further, we could show that LBPSO5 promotes a cell death similar to necroptosis in a
caspase-independent manner. The accumulation of RIP1 suggested that LBPSOS5 induced a
necrosom. By treating LBPS05-stimulated cells with an inhibitor of MLKL ClearCa-2 cells
an apoptotic cell fate was mediated. The transcription of IL8 and CCL20 in LBPS05-
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stimulated cells indicated a cytokine-dependent cell death by which cells might undergo a
caspases-independent cell death in a NF-xB- and JNK-dependent fashion.

In this work we could describe for the first time two new substances — LBPS03 and LBPS05 —
and their molecular-biological characterization. Both cell death activators, despite their
completely divergent mode of action, represent new interesting candidates for future clinical
trials by successfully interrupting the tumor program and by inducing cell death in a regulated

fashion.



1. Einleitung

1.1. Epidemiologie bosartiger Erkrankungen der Niere

Erwerben Zellen in einem Gewebeverband die Fihigkeit eines unkontrollierten Teilungs-
potentials, entsteht ein Tumor. Héufig sind Verdanderungen des Erbguts fiir das Fehlverhalten
der Zellen verantwortlich. Ausloser, die verstirkt zu einer Krebsentstehung beitragen, sind
unter anderem Karzinogene und UV-Strahlung. Tumorerkrankungen treten in einer benignen
(gutartigen) oder malignen (bdsartigen) Form auf und beeinflussen stark den Verlauf der
Krankheit. Im Jahre 2014 stellten bosartige Krebserkrankungen die zweithdufigste
Todesursache nach Erkrankungen des Kreislaufsystems dar (STATISTISCHES BUNDESAMT,
2015). Die jéhrliche Inzidenz maligner Erkrankungen der Niere liegt in Deutschland bei 3%
(ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015). Bosartige Verdnderungen der Niere stellen zwar nur einen
geringen Anteil der Krebserkrankungen in Deutschland dar, zeichnen sich jedoch bei 80% der
betroffenen Patienten durch die Expression eines Multi-Drug-resistenten (MDR-) Phinotyps
aus (STAEHLER & POMER, 1997). Durch die Expression dieser MDR-Gene erwerben
Tumorzellen eine sehr seltene und besonders hartnidckige Resistenz, die Zellen eine Art
Schutzmechanismus gegeniiber herkommlicher Chemotherapeutika verleiht. Durch neue
zielgerichtete Therapieansitze konnte die Behandlung von Patienten mit Nierenkarzinomen
verbessert und die Uberlebensrate gesteigert werden. Das Nierenzellkarzinom ist der hiufigste
solide Tumor der Niere, macht etwa 90% aller malignen Erkrankungen der Nieren aus
(ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015) und ist besonders weit in westlichen Liandern verbreitet
(LJUNGBERG et al., 2015). Bei Minnern tritt das Nierenzellkarzinom um den Faktor 1,5-mal
hdufiger auf als bei Frauen. Die Privalenz bei Ménnern hat sich in den Jahren zwischen 1990
und 2004 verdoppelt und auch bei den Frauen konnte ein Anstieg um 50% beobachtet werden.
Die Mortalitétsrate blieb zwischen 2011 und 2012 weitgehend stabil. Etwa 2,4% starben an
den Folgen eines Nierentumors. Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt bei Frauen bei 78%

und bei Minnern bei 76% (ROBERT KOCH-INSTITUT, 2015).

Das Nierenzellkarzinom wird nach histopathologischen sowie genetischen Gesichtspunkten in
drei Subtypen unterteilt: das klarzellige, das papilldre sowie das chromophobe Nierenzell-
karzinom (THOENES et al., 1986). Das klarzellige und das papilldre Nierenzellkarzinom
finden ihren Ursprung im proximalen Tubulus, wohingegen das chromophobe Nierenzell-
karzinom aus dem distalen Bereich des Nephrons hervorgeht (THOENES et al., 1986). Die
Diagnose eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms wird besonders hadufig in einem

fortgeschrittenen Tumorstadium gestellt und ist meistens gekennzeichnet durch einen hoheren
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Grad und vermehrtes Auftreten von Metastasen (CHEVILLE et al., 2003; AMIN et al., 2002).
Zudem besitzen Patienten mit einem klarzelligen Nierenzellkarzinom eine deutlich
schlechtere Prognose als Patienten mit einem papilliren oder chromophoben Nierenzell-

karzinom (DOGAN et al., 2010; CHEVILLE et al., 2003).

In dem LEITLINIENPROGRAMM ONKOLOGIE, welches im September 2015 von der deutschen
Krebsgesellschaft e.V. (DKG), der deutschen Krebshilfe und der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMEF) veroffentlicht wurde, wird
zwischen ,modifizierbaren und nicht modifizierbaren Risikofaktoren als Ursache von
Nierenzellkarzinomen unterschieden. Zu den ,modifizierbaren Risikofaktoren® zédhlen
Rauchen, Ubergewicht und ein erhohter Blutdruck (HUNT et al., 2005; THEIS et al., 2008).
Als ,nicht modifizierbare Risikofaktoren* gelten Niereninsuffizienz und vererbbare Tumor-
symptome (DEUTSCHE KREBSGESELLSCHAFT, DEUTSCHE KREBSHILFE, AWMEF, 2015).
Zwischen 1% und 4% aller Nierenkarzinome finden ihren Ursprung in Keimbahnmutationen
(DECKER, 2007). Ein erhohtes Risiko, an einem klarzelligen Nierenzellkarzinom zu
erkranken, besteht bei Patienten mit von-Hippel-Lindau-Syndrom, tuberdser Sklerose oder

durch hereditidrer Phdochromozytom und Paragangliom (SHUCH et al., 2015).

1.2. Konventionelle Behandlungsstrategien bei Nierenzellkarzinomen und ihre

Grenzen

Die Behandlung des Nierenzellkarzinoms variiert in Abhéngigkeit von der Tumor-
entwicklung, die mit Hilfe der TNM-Klassifikation bestimmt werden kann
(DEUTSCHE KREBSGESELLSCHAFT, DEUTSCHE KREBSHILFE, AWMF, 2015). Die TNM-
Klassifikation dient der Charakterisierung eines Tumors und trifft Aussagen iiber die
Lokalisation, Grofle und seinen Invasivititsgrad. Neben der Moglichkeit, den Tumor operativ
zu entfernen, die in frithen Stadien sehr vielversprechend ist, werden medikamentdse
Behandlungstherapien hinzugezogen (TIEMANN, 2014). Die Behandlung mit Strahlen- oder
Chemotherapie bei Patienten mit einem fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom zeigte dagegen
nur mindere Behandlungserfolge und findet daher kaum Anwendung (BECKMANN, 2016). Bei
bereits metastasierenden Nierenzellkarzinomen wurde in der Vergangenheit auf systemische
Therapien wie die unspezifische Immuntherapie mit Interferon-o (IFNa) oder Interleukin-2
(IL-2) zuriickgegriffen. Das Ziel der unspezifischen Immuntherapie ist die Aktivierung des
Immunsystems der Patienten und die nachfolgende Eliminierung der Tumorzellen. Neben der

konventionellen Chemotherapie bieten die neuartigen ,zielgerichtete Krebstherapien®
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(engl. Targeted Therapies) neue Behandlungsoptionen. Auf molekularer Ebene werden in
Tumoren spezielle Strukturen gezielt angegriffen, die verantwortlich fiir das unkontrollierte
Wachstumsverhalten der Zellen sind und verhindern, dass fehlgesteuerte Zellen eliminiert
werden konnen (DEUTSCHES KREBSFORSCHUNGSZENTRUM KREBSINFORMATIONSDIENST
(DKFZ), 2014; DOGAN et al., 2010). Einige interessante Kandidaten, wie Tyrosinkinase- oder
Angiogenese-Hemmer, finden bereits Einsatz in der Behandlung von Patienten mit
Nierenzellkarzinomen. Diese Substanzen greifen gezielt in die Signaltransduktionswege der
Tumorzelle ein und induzieren den kontrollierten Zelltod. Neuartige zielgerichtete
Substanzen, die seit einiger Zeit in der klinischen Medizin angewendet werden, sind
Sunitinib, Sorafinib und Bevacizumab (SHUCH et al., 2015). Hiufig treten jedoch besonders
bei dlteren Patienten starke Nebeneffekte auf und machen die Anwendung bedenklich. In
Phase 3 klinischer Studien von zielgerichteten Therapeutika werden in erster Linie Patienten
mit einem klarzelligen Nierenzellkarzinom eingeschlossen. Etwa 90% der Patienten, die eine
systematische Therapie bendtigen, haben ein klarzelliges Nierenzellkarzinom und scheinen
am besten auf systematische Therapien anzusprechen (DEUTSCHE KREBSGESELLSCHAFT,
DEUTSCHE KREBSHILFE, AWMF, 2015).

1.3. Gestorte Zellhomoostase in Nierenzellkarzinomzellen

Zellen, die in einem Gewebeverbund auftreten, unterliegen einer strengen Kontrolle aus
Zellproliferation, welche die Erneuerung und Wiederherstellung von Struktur gewéhrleistet,
sowie einem kontrollierten Abbau von zerstorten oder nicht mehr notwendigen Zellen.
Die Aufrechterhaltung dieses Gleichgewichtes ist fiir die Gesunderhaltung des Gewebes
unerlédsslich. Wird die Balance gestort, sodass der kontrollierte Abbau oder die ungehemmte
Proliferation der Zellen iiberwiegen, fordert dies die Entstehung von Autoimmun-
erkrankungen, Viruslatenz und Krebs (SOLARY et al., 1996).

Als Tumor oder Neoplasie wird eine Akkumulation klonaler Zellen bezeichnet, die mit einem
gesteigerten Proliferationspotential assoziiert werden und sich autonom verhalten. Maligne
Zellen infiltrieren das umliegende Gewebe und bilden Metastasen. HANAHAN und WEINBERG
(2011) fuhren in ,,Hallmarks of Cancer — The Next Generation® ihre Theorien aus dem Jahre
2000 fort und schildern die sechs grundlegenden biologischen Prozesse, die zur
Tumorentstehung bei Menschen beitragen konnen. Ein Tumor besitzt die Fihigkeit des
unbegrenzten Teilungspotentials, in dem proliferative Signale erhalten bleiben, die
Unterdriickung des Wachstums verhindert wird und der Zelltod nicht induziert werden kann.

Tumore besitzen die Fihigkeit, so weit zu expandieren, dass sie umliegendes Gewebe
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infiltriert und Metastasen bilden. Durch die Neubildung von Geféden (Angiogenese) kann der
erhohte Nihrstoffbedarf in Tumorzellen gedeckt werden (HANAHAN & WEINBERG, 2011).
HOLLAND und Kollegen (2003) beschreiben vier wichtige zellulire Mechanismen, die in
Tumorzellen grundlegend abweichen. Im Vergleich zu normalen Zellen besitzen Tumorzellen
neben einem unbegrenzten Teilungspotential, ein verdndertes Differenzierungsprogramm
sowie eine Destabilisierung der genetischen und chromosomalen Integritit und eine

verminderte Fihigkeit zur Apoptose.

In weniger als 4% der klarzelligen Nierenzellkarzinome basiert der Tumor auf einer
hereditdren Mutation (CHOYKE et al., 2003). In etwa 96% der Fille tritt das klarzellige
Nierenzellkarzinom wahrscheinlich sporadisch auf. Die hédufigste genetische Verdnderung in
klarzelligen Nierenzellkarzinomen ist die Inaktivierung des Tumorsuppressorgens
von-Hippel-Lindau (VHL) (PAVLOVICH & SCHMIDT, 2004; LATIF et al., 1993; CAIRNS,
2010). Diese ist einzigartig unter den Subtypen des Nierenzellkarzinoms. Tumorsuppressoren
sind Regulatoren des Zellzyklus und der Apoptose und mallgeblich an der Aufrechterhaltung
der Gewebehomoostase in gesundem Gewebe beteiligt. Durch Verdnderungen in definierten
DNA-Abschnitten eines Tumorsuppressorgens bilden sich mit einer erhohten Wahrscheinlich-
keit Tumore. Diese genetischen Verinderungen bewirken hiufig eine Uberexpression der
Hypoxie-induzierten Faktor-a (H/Fa)-Genen (TALKS et al., 2000). Das Protein HIFa wird
durch die VHL-Gene kodiert und spielt eine wichtige Rolle als Transkriptionsfaktor in der
Sauerstoff-vermittelten Expression von Genen bei einer Hypoxie-Antwort sowie der
Angiogenese und der Signaltransduktion des vaskuldren endothelialen Wachstumsfaktor-
(VEGF)-Systems. Das Protein mechanisic Target of Rapamycin (mTOR), welches normaler-
weise an der Zellzyklusregulation beteiligt ist, kann durch eine genetische Aberration in
Nierenkarzinomen hyperaktiviert sein und die Tumorprogression fordern (zusammengefasst
in XU et al., 2014). Der Einsatz von neuartigen VEGF-Inhibitoren oder mTOR-Hemmern
konnte das Uberleben von Patienten mit metastasierenden Nierenzellkarzinomen deutlich
verbessern (CAIRNS, 2010).

Neben den genetischen Aberrationen in den Genen VEGF und mTOR, die zu einer
verdanderten Signaltransduktion der Tumorzelle fiihren, riickte in den vergangenen Jahren
vermehrt die Rolle des X-linked inhibitor of apoptosis protein (XIAP) als Resistenz-
vermittelndes Protein in den Fokus (MIZUTANI et al., 2007). Bereits RAMP und Kollegen
(2004) verwiesen auf die Rollen von XIAP als geeignetem prognostischen Marker in
klarzelligen Nierenzellkarzinomen. Auch MIZUTANI und Kollegen (2007) konnten eine

Korrelation zwischen dem Tumorstaging und dem Expressionslevel von XIAP zeigen.
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Die Expressionslevel von XIAP in dem Gewebe von Patienten mit einem klarzelligen
Nierenzellkarzinom mit einem geringen Tumorstadium unterschieden sich nur geringfiigig im
Vergleich zu normalem Nierengewebe. Um den Faktor 2,5 erhohte XIAP-Expressionslevel
konnten dagegen bei Patienten mit einem Staging von III oder IV beobachtet werden. Ferner
konnte ein Zusammenhang zwischen dem erhohten Expressionslevel von XIAP und einer ver-
starkten Resistenz gegeniiber Apoptose nachgewiesen werden (MIZUTANTI et al., 2007). Durch
die Behandlung von Nierenzellkarzinomzellen mit XIAP-anti-sense-Oligonukleotiden konnte
eine Sensitivitit gegeniiber Cluster of Differentation 96(CD95)- und TNF-related apoptosis
inducing ligand(TRAIL)-vermittelter Apoptose erzielt werden (MIZUTANTI et al., 2007).

1.4. Zelltodsignalwege einer Zelle zur Aufrechterhaltung der Gewebehomobostase

Die traditionelle Klassifizierung der zwei bekanntesten Zelltodsignalwege, der Apoptose und
der Nekrose, erfolgte bislang anhand morphologischer Kriterien. Modernere Klassifikationen
orientieren sich an biochemischen Verdnderungen der Zelle.

Die nachfolgenden Darstellungen beruhen auf der Arbeit von BLATT UND GLICK (2001), die
in ihrer Arbeit die wesentlichen Unterschiede der beiden Zelltodwege zusammenfassen. Die
Apoptose wird als ein sehr komplexer biochemischer Prozess beschrieben, in dem viele
morphologische Veridnderungen zu beobachten sind. Infolge eines Apoptose-Stimulus beginnt
das Chromatin zu kondensieren bis hin zur vollstindigen Fragmentierung. Das Zytoplasma
zieht sich zusammen und es bilden sich sogenannte apoptotische Korperchen. Diese
apoptotischen Korperchen sind gefiillt mit kleinen Zellfragmenten und Zytoplasma und
werden umschlossen von einer Plasmamembran. Durch die Externalisierung von Phospha-
tidylserin konnen die apoptotischen Zellen von Phagozyten erkannt und beseitigt werden.
Durch den streng regulierten Ablauf wird bei der Apoptose keine Entziindungsreaktion
hervorgerufen. Die Nekrose dagegen wird in den meisten Féllen durch eine Schidigung, wie
zum Beispiel durch mechanische Traumata, Kontakt mit Toxinen oder durch Infektionen mit
Krankheitserregern, ausgelost. Die Zellen schwellen unkontrolliert an und brechen
anschliefend vollstindig in sich zusammen. Dabei zerbricht die Plasmamembran, der
zytoplasmatische Inhalt wird unkontrolliert freigesetzt, sodass im umliegenden Gewebe eine

Entziindungsreaktion hervorgerufen werden kann (BLATT & GLICK, 2001).

Bei vereinzelten Zellen, die dem Zelltod unterliegen, kann keine bestimmte Zelltodart
zugeordnet werden, da sie verschiedene charakteristische Verdnderungen besitzen, die in

mehr als einer Art der Zelltodformen auftreten. Die eindeutige Klassifizierung ist daher in
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manchen Fillen schwierig (BLATT & GLICK, 2001). Im Jahr 2005 wurde eine weitere Form
des programmierten Zelltods durch DEGTEREV und Kollegen entdeckt: heute bekannt als die
Nekroptose (VANDEN et al., 2014). VANDEN und Kollegen (2014) beschreiben die

Nekroptose als eine programmierte Form der Nekrose, die dhnlich wie die Apoptose

kontrolliert ist, jedoch vollstindig Caspase-unabhingig verlduft.

Tabelle 1: Zelltodformen und ihre biologische Bedeutung. Charakteristische morphologische und
biochemische Veranderungen der verschiedenen Zelltodformen und ihre biologische Bedeutung (verandert
nach PASPARAKIS & VANDENABEELE, 2015; KROEMER et al., 2009; BROWN & ATTARDI, 2005; INOUE & TANI,

2014).
Morphologische und biochemische
Zelltodform Charakteristika Bedeutung
Apoptose Zellschrumpfen Kontrolle der Zellzahl
Kondensation des Chromatin wéhrende der
DNA-Fragmentierung Embryogenese und
Apoptotische Kérperchen Zellhomoostase;
Aktivierung von proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Immunregulation,
Familie Pathogenabwehr
Aktivierung der Caspasen
Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials
Plasmamembranruptur
Externalisierung von Phosphatidylserinen
ROS-Ubergenerierung
Nicht entziindlich
Autophagie GroBe intrazelluldre Vesikel Uberlebensprozess als
Caspase- und p53-unabhangig Antwort auf eine
GroBe intrazelluldre Vesikel metabolische Krise oder um
Membranverschlingung geschadigte Organellen
Katabolische Degradierung des Zytoplasmas oder Proteinaggregate zu
Beclin-1 Dissoziation von Bcl-2/XL entfernen
Abhangigkeit von atg-Genprodukten
'g LC3-I zu LC3-llI-Umwandlung
= p62Lck-Degradation
) Nicht entziindlich
N
£
-.f_-’- Mitochondriale Tritt nach oder wéahrend der Mitose in Erscheinung bei Eliminierung von Zellen mit
o Katastrophe Fehlverteilung der Chromsomen oder Zellteilung ungleichgeman verteilten
£ Giant-Zellformationen/multinukleolide Zellen Chromosomen
£ Micronukleoli
© Kann zur Apoptose oder Nekrose fiihren
g’ p53-unabhangig
a
Seneszenz Metabolisch aktiv Bestandteil des
Keine Zellteilung oder Zellwachstum Alterungsprozesses, kann
Zellen exprimieren Seneszenz-assoziierte 3- zu degenerativen Prozessen
Galaktosidase (p53-abhangiger Prozess) fhren
Anoikis Induzierte Apoptose durch den Verlust oder die Bindung  Eliminierung von
an ein Substrat oder andere Zellen fehlgeleiteten Zellen
Zellmechanismen vergleichbar zur Apoptose
Paraptose Expression des Insulin-like Growth Factor Rezeptor 1 Entwicklung des
Extensive zytoplasmatische Vakuolisation Nervensystems und bei der
Mitochondriales Anschwellen Nervendegeneration
Keine weiteren vergleichbaren morphologischen
Anderungen der Apoptose
Entose LZelluldrer Kannibalismus* Wichtiger

Verschlingen der lebenden Nachbarzelle
Verlust des Kontaktes zur extrazellularen Matrix
Rho-GTPase und Actimyosin-abhéngig

Entwicklungsprozess als
interdigitaler Zelltod und bei
der Aushéhlung der
Milchgénge in der Pubertat
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Haufige morphologische Veranderungen wahrend der programmierten Nekrose:

Anstieg im transparenten Zytoplasma; Anschwellen der Organellen; lysosomale Membranpermeabilisierung;
Anstieg im Zellvolumen (Oncosis); Permeabilisierung der Plasmamembran; geringe Chromatinkondensation;
Nukleus bleibt intakt

Nekroptose Aktivierung von RIP3 durch das Necrosom Embryogenese?
Entziindlich Homdostase?
Entzlindung, Thrombose,
Neurodegenerativ
[} IR-Verletzung
7]
o
<
% Ferroptose Verlust der GPX4-Aktivitat (Lipid-Repair-Enzyme Glutathiontoxizitat,
o Glutathion-Peroxidase 4) IR-Verletzungen,
= Akkumulation von Lipid-basierten ROS Neurodegenerativ
= Lipid-Hydroperoxisomen Transplantation
E Eisen-abhangiger Zelltod
©
o Parthanatos PARP1-Spaltung DNA-Schéadigung,
o Anstieg von NAD" und ATP Neurodegenerativ
o
Pyroptose Aktivierung Uber den Nod-like-Rezeptor Entziindung,
Caspase-1-abhangiges Pyroptosom Pathogenabwehr
Zelllyse und schneller Verlust der Plasmamembran
Anschwellen der Zelle
Porenformation
ROS-Anstieg
Entzlindlich
Pyronekrose Bendtigen Caspase-1 Immunsystem
Mégliche RIP1-Abhéngigkeit
. Nekrose Anschwellen der Zelle Starke irreversible
g, 'g Plasmamembranruptur Schadigung der Zelle
= = Verlust der Struktur der Organellen
Hi BTy Keine Chromatinkondensation
,El’ N Zytoplasmaaustritt
Plasmamembranruptur
Entziindlich

Neben der Nekroptose werden die Ferroptose, Parthanatos sowie die Pyroptose ebenfalls der
programmierten Nekrose zugeordnet (PASPARAKIS & VANDENABEELE, 2015). Neben der
Apoptose stellt die Nekroptose durch ihren regulierten Mechanismus ein interessantes
therapeutisches Ziel dar. Die Regulation von Apoptose oder Nekroptose durch einen
Rezeptor-induzierten Stimulus oder genotoxischen Stress bietet eine hohe klinische Relevanz

in der zukiinftigen Therapie (VANDENABEELE et al., 2010).

1.5. Die Apoptose — ein Caspase-abhangiger Zelltod

KERR und Kollegen (1972) beschrieben erstmals die Apoptose als einen programmierten
Zelltodmechanismus, in dem einzelne Zellen eines multizelluldren Organismus oder Gewebe-
verbands ,,Selbstmord* begehen, um das Uberleben eines Organismus zu gewihrleisten. Der
programmierte Zelltod besitzt somit wichtige Funktionen in physiologischen Prozessen, der

Entwicklung, der Zellhomdostase sowie der Immunitit von Organismen. Im gesunden
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Gewebe wird die natiirliche Zellhomdostase durch die Balance zwischen Zellproliferation und
Apoptose erhalten. Eine Storung dieses Gleichgewichts trigt zur Entstehung von
Erkrankungen wie Autoimmunerkrankungen, viralen Infektionen, Morbus Alzheimer, Chorea

Huntington, Morbus Parkinson und Krebs bei (vgl. Tab. 2; Ubersicht in THOMPSON, 1995).

Tabelle 2: Erkrankungen, die mit einer verstarkten beziehungsweise verminderten Apoptosefahigkeit
assoziiert sind (verdndert nach FAVALORO et al., 2012).

Erkrankung

AIDS
Neurologische Erkrankungen (Alzheimer, Parkinson, Huntington, Schlaganfall)

Apoptose

Ischamieschaden (Herzinfarkt, Ischamie, bakterielle und virale Infektionen)
Toxin-induzierte Lebererkrankungen (Alkohol)

Krebs

Autoimmunerkrankungen (Lupus, rheumatoide Arthritis, Thyreoiditis)
Virale Infektionen (Herpesvirus, Poxvirus, Adenovirus)

Die Apoptose unterteilt sich in den intrinsischen und den extrinsischen Signalweg. Der
intrinsische Signalweg lduft iiber die Mitochondrien, wohingegen der extrinsische Signalweg
iiber die Bindung eines Liganden an seinen Todesrezeptor initiiert wird. Charakteristisch fiir
beide Signalwege ist die Aktivierung von Cystein-Proteasen, der Cysteinyl-aspartate specific
protease (Caspase)-Familie (zusammengefasst in HENGARTNER, 2000). In beiden Féllen wird
die Pro-Caspase-3 aktiviert und fiihrt zur Initiierung der Apoptose. Die beiden Signalwege der

Apoptose werden in Abbildung 1 schematisch erliutert.

1.5.1. Der intrinsische Signalweg

Der intrinsische Signalweg wird unter anderem durch Desoxyribonukleinsdure(DNA)-
Schidigung oder Zytokinesezernierung ausgelost und aktiviert eine Vielzahl von
Signalnetzwerken, die eine Veridnderung der mitochondrialen duleren Membranpermeabilitéit
(MOMP) bewirken und proapoptotische Faktoren wie Cytochrom ¢, Second mitochondria-
derived activator of caspases (Smac), Endonuklease G; Apoptose-induzierenden Faktor (AIF)
und High temperature requirement A (HtrA2) aus dem Intermembranraum der Mitochondrien
ausschiitten (Ubersicht in VAN GURP et al., 2003). Freies Cytochrom c¢ bildet zusammen mit
Apoptotic protease activity factor-1 (Apaf-1) und Desoxydenosintriphosphat (dATP) das
sogenannte Apoptosom, ein Komplex, der seinerseits Caspase-9 aktiviert (LI et al., 1997).
Eine Caspase-9-Aktivierung resultiert in der Spaltung von Caspase-3, -6 und -7 (LI et al.,

1997; SRINIVASULA et al., 1998).

HENGARTNER (2000) bezeichnet die Caspasen als ,,Exekutoren der Apoptose™, welche

evolutionidr sehr konserviert sind. Caspasen sind eine Gruppe von Cystein-Proteasen mit einer
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aktiven Cystein-Seite, die ihr Substrat an einer Asparaginsdure-Xxx-Bindung spaltet
(THORNBERRY et al., 1997). In der Regel werden Caspasen als inaktive enzymatische
Zymogene synthetisiert und bestehen aus einer N-terminalen Prodoméne, einer p20- sowie
einer pl0-Domaine. Die Aktivierung der Caspase erfolgt durch die proteolytische Spaltung des
Zymogens zwischen der p20- und der p10-Doméne (EARNSHAW et al., 1999). In ihrer reifen
Form bildet die Caspase ein Heterotetramer aus zwei p20/p10-Heterodimeren (EARNSHAW et
al., 1999). Im Wesentlichen wird zwischen zwei Gruppen von Caspasen unterschieden: den
Initiatorcaspasen wie Caspasen-2,-8,-9 und den Effektorcaspasen wie Caspasen-3,-7, die
ihrerseits von den Initiatorcaspasen aktiviert werden konnen (HARVEY & KUMAR, 1998;
DENAULT & SALVESEN, 2002; LAVRIK et al., 2005). Die Initiation von Caspasen bewirkt eine
substratspezifische  Aktivierung beziehungsweise Inaktivierung von Zielproteinen
(HENGARTNER, 2000). Natiirliche Inhibitoren der Caspasen sind Proteine der Inhibitor of
Apoptosis Proteins (IAPs)-Familie. Der potenteste Caspaseinhibitor ist XIAP, das sowohl

Caspase-3 als auch Caspase-9 direkt hemmen kann (DEVERAUX et al., 1997).

Ein Gegenspieler der IAPs ist das mitochondriale Protein Smac und sein Maushomolog
Direct inhibitor of apoptosis-binding protein with low pl (DIABLO) (Du et al., 2000;
VERHAGEN et al., 2000). Durch die Interaktion von Smac mit antiapoptotischen Proteinen der
IAP-Familie wie XIAP, zelluliren IAPs (c-IAP1 und c-IAP2) oder Survivin kann die
Inhibierung der Caspasen aufgehoben werden, sodass die Apoptose initiiert werden kann
(Du et al., 2000). Die Funktion von Smac erwies sich als vergleichbar zu den Drosophila
Apoptose-aktivierenden Proteinen Reaper, Head involution defective (Hid) und Grim (DU et
al., 2000; Vucic et al., 1998; GOYAL et al., 2000). Die gesamte cDNA von Smac kodiert
zunichst fiir ein 239 Aminoséduren und 27 kDa grofles Molekiil, die reife Form dagegen ist
nur 25 kDa grof3 (Du et al., 2000). Wie viele andere mitochondriale Proteine besitzt Smac an
seinem N-terminalen Ende eine typische 55 Aminosdure grofle mitochondriale Zielsignal-
sequenz, die sich durch eine amphipathische a-Helix mit positiv geladenen Aminosduren
charakterisiert (DU et al., 2000; SCHATZ & DOBBERSTEIN, 1996). Durch streng kontrollierte
Mechanismen wird die Vorlduferform von Smac in den Mitochondrien in seine reife Form
gespalten und wihrend eines Apoptosestimulus aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien entlassen, woraufhin es seine proapoptotische Wirkung entfaltet, indem es
Familienmitglieder der IAPs bindet (DU et al., 2000; SAELENS et al., 2004). Dabei ist es
notwendig, dass Smac sowie sein Maushomolog DIABLO einen Homodimer formen, um ihre

proapoptotischen Eigenschaften zu entfalten (CHAI et al., 2000). Eine spezifische N-terminale
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Aminosduresequenz mit den vier Aminosduren Alanin-Valin-Prolin-Isoleucin (AVPI) ist fiir

die Interaktion mit den IAPs verantwortlich (CHAI et al., 2000; WU et al., 2000).

Intrinsicher Extrinsischer
Apoptosesignalweg Apoptosesignalweg

TRAIL
TRAIL-Rezeptor

DNA-Schadigung oder Chemotherapeutika Aktivierung des Rezeptors

= >
| Caspase-2 | / \
l DISC-Komplex

Pro-Caspase-8

N\
Cytochrom ¢ W —

\ j | Caspase-9 | \ | Caspase-8 ‘
\L
| Caspase -3/-7 | | Caspase-3/-7 ‘
v Apoptose / Q Apc;Lptose /

Abbildung 1: Signaltransduktionswege der Apoptose. a) Durch DNA-Schadigung oder chemo-
therapeutische Substanzen wird der Tumorsuppressor p53 aktiviert und der intrinsische Apoptosesignalweg
eingeleitet. p53 kann proapoptotische Mitglieder der Bcl-2-Familie aktivieren, die wiederum eine Veranderung
des mitochondrialen Membranpotentials hervorrufen. Infolge dessen werden aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien unter anderem Cytochrom ¢ und Smac freigesetzt. Zusammen mit Apaf-1 und Caspase-9 kann
Cytochrom ¢ das Apoptosom bilden, das eine Aktivierung von Caspase-9 bewirkt. Als Initiatorcaspase kann
Caspase-9 weitere Effektorcaspasen, wie Caspase-3 und -7, spalten und die Apoptose einleiten. Ein
natirlicher Inhibitor von Caspase-3 und Caspase-9 ist das antiapoptotische Protein XIAP, welches haufig in
Tumorzellen Uberexprimiert wird. XIAP wird seinerseits wiederum durch Smac antagonisiert. Neben der p53-
Aktivierung infolge einer DNA-Schadigung kann auch Caspase-2 initiiert werden, die das proapoptotische Bid
durch eine Spaltung aktiviert. b) Der extrinsische Apoptosesignalweg wird durch Rezeptoren der TNF-
Rezeptor-Superfamilie, wie zum Beispiel TRAIL, vermittelt. Bindet der TRAIL-Ligand an seinen
entsprechenden Rezeptor, erfolgt eine Rezeptortrimerisierung, die dazu flhrt, dass der sogenannte DISC-
Komplex entsteht. An dem DISC-Komplex rekrutiert das Adaptermolekil FADD mehrere Procaspase-8-
Molekule. Die Aktivierung der Caspase-8 kann durch die Bindung von c-FLIP inhibiert werden. Der
extrinsische sowie der intrinsische Signalweg kénnen miteinander interagieren, indem Bid Caspase-8-
abhangig gespalten wird. Die gespaltene Form von Bid steigert die proapoptotische Aktivitat in Zellen
(verandert nach SHALINI et al., 2015; HENGARTNER, 2000).

id
_smac_|

Neben den IAPs und Smac verfiigen die Mitglieder der B-Cell Lymphoma-2 (Bcl-2)-Familie
iiber einen wichtigen Einfluss auf das Fortschreiten der Apoptose, indem einige Proteine
dieser Familie einen hemmenden, andere wiederum einen aktivierenden Einfluss besitzen.

Die nachfolgenden Ausfithrungen beruhen auf der Arbeit von SCHWARTZ UND HOCKENBERY
(2006), in der zusammenfassend die Eigenschaften der Bcl-2-Familie erldutert werden.
Charakterisiert werden sie durch ihre Bcl-2-Homolog-3 (BH3)-Domiéne und formen

Heterodimere. Unterteilt wird die Familie der Bcl-2-Proteine in drei Subgruppen:
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1) Eine Gruppe, die die Proteine Bcl-2, Bcl-2-dhnlichen Genprodukts X (Bcl-xL) und Bcl-2
like protein 2 (Bcl-w) einschlieft und ausschlieBlich antiapoptische Eigenschaften besitzet.
2) Eine Unterfamilie vertreten durch die Proteine Bcl-2 associated X protein (Bax) und Bcl-2-
antagonist/killer (Bak) sowie 3) eine Unterfamilie mit Bcl-2 interacting killer (Bik) und BH3
interacting domain death agonist (Bid), die iiber proapoptotische Einfliisse verfiigen. Das
Protein Bcl-2 aus der gleichnamigen Proteinfamilie ist der bekannteste Vertreter seiner
Familie und kennzeichnet sich durch seine starke antiapoptotische Wirkung, indem es
proapoptotische Proteine hemmt, die die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien

verhindern (SCHWARTZ & HOCKENBERY, 2006).

Der populérste und bestuntersuchte Tumorsuppressor ist das Protein p53. Auch als ,,Wachter
des Genoms* bekannt, reagiert er auf zelluldren Stress infolge von DNA-Schidigung,
Hypoxie oder fehlgeleiteter Onkogen-Expression und induziert als Transkriptionsfaktor
antiproliferative Effekte (LANE, 1992). Im gesunden Gewebe kontrolliert es essentielle
biologische Prozesse wie den Zellzyklus-Arrest, die Seneszenz und die Apoptose. Welches
Ereignis eintritt, hingt sowohl von den eingehenden Signalen wie auch von den umliegenden
Faktoren und vom Zelltyp ab (FRIDMAN & LOWE, 2003). Die Aktivierung von p53 erfolgt als
Antwort auf zelluldren Stress, sodass p53 in einer tetrameren Form stabilisiert wird. Das
aktivierte Protein bindet daraufhin an sequenzspezifische DNA-Abschnitte und beginnt mit
der Transkription von Zielgenen (YEE & VOUSDEN, 2005). DNA-Schiden, die durch
ionisierende Strahlung oder durch chemotherapeutische Substanzen auftreten, bewirken eine
posttranslationale Modifikation von p53 (APPELLA & ANDERSON, 2001). Unter anderem
kann p53 durch die Kinase Ataxia telangiectasia mutated (ATM) am N-terminalen Ende
phosphoryliert werden (APPELLA & ANDERSON, 2001). Wihrend der Zellzyklus-
Kontrollpunkte werden Zellen auf ,,Fehler” im Erbgut gepriift. Werden UnregelmaBigkeiten

entdeckt, wird p53 iiber ATM aktiviert, in dessen Folge p21™/ciP!

, ein Cyclin-abhédngiger
Kinaseinhibitor (cdc), transaktiviert wird und den G1-Arrest einleitet (XU & BALTIMORE,
1996). Ebenfalls ist p53 in der Lage, den G2/M-Arrest zu induzieren, indem es die Funktion
des Cyclin B/cdc2-Komplexes stort (Thompson et al. 1997; NURSE, 1990). Die wichtigste
Rolle wird p53 jedoch in der Apoptose zugeschrieben. pS53 ist in der Lage, proapoptotische
Gene wie Bid, Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (NOXA), Leucine-rich
repeats and death domain containing (PIDD) und p53 upregulated modulator of apoptosis
(PUMA) zu induzieren und antiapoptotische Proteine der Bcl-2-Familie wie Bcl-2 und Bcel-xLL
sowie Survivin zu unterdriicken (BARTKE et al., 2001; HOFFMAN et al., 2002; RYAN et al.,

2001; Wu et al., 2001). Der natiirliche Hemmer von p53 ist Murine double minute-2
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(MDM2); iiber einen negativen Feedback-Mechanismus wird die Transkription durch p53
induziert und MDM2 iibernimmt als E3-Ubiquitin-Ligase die Ubiquitinierung von p53 und
leitet somit dessen proteasomale Degradation ein (HOFFMAN et al, 2002). Der
Ubiquitinierungsprozess von Proteinen verlduft iiber einen Mechanismus, der fiir seine
Reaktion drei Enzyme bendtigt. Zunidchst bindet an das Cystein des El-Enzyms ein
Ubiquitinmolekiil, das anschlieBend auf das E2-Enzym iibergeben wird (BERNDSEN &
WOLBERGER, 2014). Die E3-Ligase schliellich iibertrdgt das Ubiquitin auf sein Zielprotein
und kennzeichnet es somit fiir den proteosomalen Abbau (BERNDSEN & WOLBERGER, 2014).
Phosphorylierungen am aminoterminalen Ende von p53 dagegen verhindern die Interaktion
zwischen MDM2 und p53, sodass p53 stabilisiert werden kann (KUSSIE et al., 1996). Ebenso
kann p53 durch die Repression von Survivin und die damit verbundene Aktivierung von
Caspasen die Apoptose einleiten (HOFFMAN et al., 2002). Durch die fundamentale Rolle von
pS53 in der Apoptose wird in Tumoren hédufig eine pS3-Mutation nachgewiesen, die zu einer
Inaktivierung des Proteins fithren kann (HUSSAIN & HARRIS, 1998). p53 kann in Folge einer
chemotherapeutischen Behandlung aktiviert werden und die Apoptose einleiten (JOHNSTONE
et al., 2002). Eine DNA-Schadigung, zum Beispiel durch Gamma(y)-Strahlung, bewirkt eine
Phosphorylierung von ATM und Checkpoint kinase 2 (Chk2), die zu einer Stabilisierung von
p53 fithrt und die Inhibierung von MDM?2 verursacht (KHANNA & JACKSON, 2001).
Hauptséchlich agiert p53 im intrinsischen Signalweg, kann aber auch durch die Initiation der
Transkription von CD95 und Death receptor 5 (DR5/TRAIL-R2) den Signalweg iiber einen
Todesrezeptor aktivieren (BOUVARD et al., 2000; WU et al., 1997).

1.5.2. Der extrinsische Signalweg

Zelloberfldchenrezeptoren konnen Signale an die Zelle weiterleiten, um auf duflere Einfliisse
wie Todesliganden, Wachstumsfaktoren oder Infektionen zu reagieren. Die Aktivierung des
extrinsischen Apoptosesignalwegs erfolgt iiber die Todesrezeptoren der TNF-Rezeptor-
Superfamilie, die extrazellular eine Cystein-reiche Doméne und intrazelluldr eine
zytoplasmatische Todesdomine besitzen (SMITH et al., 1994; NAGATA, 1997). CD95 und
TRAIL-Rezeptoren gehdren zu den bekanntesten Vertretern der Rezeptor-Superfamilie
(HEHLGANS & PFEFFER, 2005). Bedingt durch die Ligandenbindung an seinen
entsprechenden Rezeptor fiihrt die Rezeptortrimerisierung zu der Rekrutierung des Adapter-
proteins Fas-associated protein with death domain (FADD) an die intrazelluldre
Todesdomine. Das Adapterprotein FADD seinerseits mobilisiert Procaspase-8 und bildet den

sogenannten Death inducing signalling complex (DISC)-Komplex (KISCHKEL et al., 1995).
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Der DISC-Komplex bewirkt die autoproteolytische Spaltung und Aktivierung der
Pro-Caspase-8. Bei erfolgreicher Aktivierung von Caspase-8 wird eine Caspase-Kaskade
ausgelost, die wiederum zur Spaltung von Caspase-3 fiihren kann.

Ein negativer Regulator der Caspase-8 ist das Protein cellulare Flice inhibitory protein
(c-FLIP) (INOHARA et al., 1997). In Séaugerzellen werden aktuell drei c-FLIP-Formen
beschrieben: das 55 kDa grofe c-FLIPy, (long), das 26 kDa groBle c-FLIPg (short) und das
24 kDa grofle c-FLIPr (IRMLER et al., 1997; DJERBI et al., 1999). Die kurze c-FLIPs- sowie
die lange c-FLIP;-Form besitzen ebenso, wie Procaspase-8 und -10 je zwei charakteristische
tandemartig angeordnete Todeseffektordominen (DEDs), iiber die das Adapterprotein FADD
gebunden werden kann. Die lange c-FLIP -Form beinhaltet des weiteren eine Protease-
dhnliche Domine, die homolog zu Caspase-8 ist (IRMLER et al., 1997). Aufgrund mehrerer
Veridnderungen in der Aminoséureabfolge fehlt c-FLIP;, im Gegensatz zur Procaspase-8 der
katalytisch wichtige Cystein-Rest und somit auch die katalytische Aktivitit (IRMLER et al.,
1997). Eine vollstindige Blockierung der Apoptose konnte bisher nur fiir c-FLIPs und
c-FLIPr beschrieben werden (SHIRLEY & MICHEAU, 2013). Eine verstdrkte Expression von
c-FLIPy, fiihrt nicht zwangsldufig immer zu einer Hemmung der Apoptose. Die Hetero-
dimerisierung aus c-FLIP und Caspase-8 konnte eine Erkldrung fiir die anhaltende Apoptose
sein, indem durch die Aktivierung von Caspase-8 das Molekiil c-FLIP stabilisiert wird
(MICHEAU et al., 2002; YU et al., 2009). In einigen Zellen ist die Caspase-8-Aktivitdt nicht
ausreichend, um den Zelltod zu induzieren, sodass Caspase-8 das proapoptotische Bid in seine
aktive Form t-(truncated) Bid spaltet und somit zusitzlich den intrinsischen Signalweg

einleiten kann (LUTTER et al., 2001).

1.6. Aktivierung der Apoptose tiber den TNF-Rezeptor

Neben den bekanntesten Todesrezeptoren wie CD95 oder TRAIL-Rezeptoren kann der TNF-
Rezeptor-1 (TNF-R1) das Adaptermolekiil Tumor necrosis factor receptor type I-associated
DEATH domain protein (TRADD) binden (HSU et al., 1995), welches wiederum mit FADD
interagiert, um die Aktivierung von Caspase-8 zu initiieren (s. Abb. 2). Durch die Bindung
von TNFa an seinen entsprechenden Rezeptor wird der Signalweg aktiviert. Eine TNFa-
Aktivierung des Rezeptors bewirkt die Formation von Komplex I mit den Signalmolekiilen
TRADD, TNF receptor-associated factor 2 (TRAF2), c-IAP1, c-IAP2 und Receptor-
interacting serine/threonine-protein kinase 1 (RIP1) (MICHEAU & TscHoprp, 2003;
DECLERCQ et al., 2009). Die Kinase RIP1 iibernimmt als vorgeschalteter Hauptregulator eine

zentrale Rolle in der Kontrolle von Entziindungsreaktionen und ist an der Induktion
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verschiedener Zelltodsignalwege wie der Apoptose oder der Nekroptose beteiligt (OFENGEIM
& YUAN, 2013).

& TNF-Ligand

TNF-Rezeptor
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Abbildung 2: TNF-Rezeptor-vermittelte Nekroptose. a) Bindet ein TNF-Ligand an seinen entsprechenden
Rezeptor, rekrutiert das Adapterprotein TRADD die Proteine RIP1, c-IAPs sowie TRAF2 und TRAF5 zum
Rezeptor. Durch die Polyubiquitinierung von RIP1 durch c-IAP1 und c-IAP2 wird ein Komplex aus TAK1,
TAB2 und TABS3 aktiviert, der wiederum den IKK-Komplex induziert. Der Zusammenschluss des IKK-
Komplexes aktiviert den kanonischen NF-kB-Signalweg. b) CYLD entfernt daraufhin die Polyubiquitinierungen
von RIP1, sodass der membranstandige Komplex instabil wird und ins Zytoplasma dissoziiert. Die Molekile
RIP1, TRADD, FADD, Pro-Caspase-8 und FLIP interagieren miteinander. Das Protein FLIP_ bildet zusammen
mit der Pro-Caspase-8 einen Komplex, der in der Lage ist RIP1, RIP3 und CLYD zu spalten und die
Nekroptose zu unterdriicken. Dieser auch als Komplex lla bezeichnete Komplex ermdéglicht eine Caspase-8-
Aktivierung, die als Folge die Effektorcaspase-3 und Caspase-7 spaltet. ¢) Ist jedoch Caspase-8 durch
chemische Caspase-Inhibitoren (CrmA, RHIM oder vIRAL) gehemmt, kénnen RIP1 und RIP3 in diesem
Komplex assoziieren und das Necrosom bilden. Die Phosphorylierung von RIP1 und RIP3 wird das RIP3-
Substrat MLKL rekrutierenden und Nekroptose initiiert. MLKL kann durch NSA inhibiert werden, sowie die
RIP1 durch Nec-1. d) Wenn c-IAPs durch Smac-Mimetika degradiert oder inhibiert werden, kann RIP1 nicht
mehr ubiquitiniert werden. Dies fuhrt zur Hochregulation von NIK und der Aktivierung des nicht-kanonischen
NF-kB-Signalweges. Zudem wird in Abwesenheit von c-IAPs ein TRADD-unabhangiger zytoplasmatischer
Komplex aus RIP1, RIP3, FADD, FLIP. und Caspase-8 gebildet, das Ripoptosom oder Komplex llb. Durch die
FLIP_-Caspase-8-vermittelte Spaltung von RIP1 und RIP3 wird die Apoptose induziert (modifiziert nach
VANDEN et al., 2014).

Die C-terminale E3-Ligase-RING-Domine der c-IAPs bewirkt eine K63-Polyubiquitinierung

von RIP1. Dabei iibertragen die zelluldren IAPs ein Ubiquitin von einem E2-Enzym auf das

Zielprotein (FELTHAM et al., 2011). Die Polyubiquitinierung von RIP1 durch c-IAP1 und
c-IAP2 ermoglicht die Interaktion von RIP1 mit TGF-f-activated kinase 1 (TAK-1) und den
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TAKI1-bindenden Proteinen (TAB) 2 und 3 zu einem Komplex, welcher den IxB kinase
(IKK)-Komplex aus IKKo/IKKB/NEMO aktiviert (BERTRAND et al., 2008). Die Kinase
Nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha (IxBa)
wird anlésslich dessen degradiert und bewirkt die Aktivierung des kanonischen Nuclear
factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-xB)-Signalwegs. Der kanonische
Signalweg aktiviert Nuclear factor NF-kappa-B p65 subunit (RelA)/pS0-Dimere, die im
nicht-stimulierten Zustand an IxB-Protein gebunden sind. Aktiviert wird der kanonische
Signalweg unter anderem durch TNFo oder genotoxischen Stress (Ubersicht in JOST &
RULAND, 2007). Der nicht-kanonische Weg dagegen wird durch NF-kappa-B-inducing kinase
(NIK) induziert und aktiviert die RelB- und p52-Untereinheit (Ubersicht in JOST & RULAND,
2007). Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs fordert die Akkumulation von Linear
ubiquitin chain assembly complex (LUBAC) an den Komplex, in dessen Folge Cylin-
dromatosis (CYLD) die K63-Ubiquitinreste von RIP1 entfernen kann (HAAS et al., 2009).
Das Protein CYLD entfernt die Ubiquitinreste vollstindig, sodass folglich der Komplex Ila
mit den Molekiilen TRADD, FADD und Caspase-8 im Zytoplasma gebildet werden kann
(Ubersicht in WILSON et al., 2009).

C-1AP1, c-IAP2 und XIAP wurden als NF-kB-induzierte Transkripte identifiziert, die zu
einem NF-kB-vermittelten Schutz gegen TNFa-induzierte Apoptose fithren (CHU et al., 1997;
WANG et al., 1998; STEHLIK et al., 1998). MICHEAU und Kollegen (2001) zeigten, dass durch
die NF-kB-induzierte Expression von c-FLIP und zugleich die kombinatorische Transkription
von TRAF-1, TRAF-2, c-IAPI und c-IAP2 zu einer Resistenz gegeniiber Apoptosestimuli
durch CD95 oder TNF fiihren. Uber einen negativen Feedback-Mechanismus erfolgt die
Transkription des NF-kB-induzierten Genes Tumor necrosis factor, alpha-induced protein 3
(TNFAIP3), welches als Protein A20 neben CYLD die K63-Ubiquitinierungsketten von RIP1
entfernt. In seiner aktiven Form fiigt A20 K48-Ubiquitinylierungsreste an die Kinase RIP1 an,
kennzeichnet es somit fiir die proteosomale Degradation und unterdriickt sowohl den Zelltod
als auch die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs (WERTZ et al., 2004). Zudem konnte aber
auch gezeigt werden, dass A20 die TNF-vermittelte Apoptose unterdriicken kann, indem es
die Rekrutierung von TRADD und RIP1 an den Rezeptor unterbindet (HE & TING, 2002). In
Abwesenheit von c-IAPs kann sich ein TRADD-unabhiéngiger Komplex, Komplex IIb oder
auch Ripoptosom genannt, mit RIP1, RIP3, FADD und einem Heterodimer aus FLIP; und
Caspase-8 bilden und tritt in Folge von genotoxischem Stress auf (VANDEN et al., 2014;
CHRISTOFFERSON & YUAN, 2010). Insofern Caspase-8 nicht blockiert ist, konnen sowohl

Komplex IIa als auch Komplex IIb (Ripoptosom) mit der Initilerung der
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Apoptosemaschinerie fortfahren und Caspase-8-abhingig RIP1 und RIP3 gespaltet werden
(vgl. Abb.2; VANDEN et al., 2014). Der aktivierte CD95-Rezeptor kann auferdem an das
Adaptermolekiil RIP1 (STANGER et al. 1995) und TRADD (HSU et al. 1995; DUAN & DIXIT,
1997) binden und das Protein Death domain-containing protein CRADD (RAIDD) rekrutieren
(DUAN & Dixit, 1997), einen Adapter, welcher an der Prodoméne von Caspase-2 binden
kann. Das sogenannte PIDDosom ist ein Multiproteinsignalkomplex, der zur Aktivierung von
Caspase-2 fithrt (TINEL & TscHOPP, 2004; JANG & PARK 2013). BERUBE und Kollegen
(2005) zeigten in ihrer Studie, dass eine Uberexpression von PIDD zu einem RAIDD-
abhingigen Zelltod fithren kann. Die Spaltung von PIDD-FL zu PIDD-C fordert zunéchst die
Interaktion mit NEMO und RIP1, die eine Aktivierung des NF-kB-Signalweges initiiert. Eine
weitere Spaltung von PIDD-C in PIDD-CC dagegen begiinstig die Formierung eines RAIDD-
abhidngigen Komplexes, der wiederum zu einem Caspase-2-vermittelten Zelltod fiihrt (RIBE et
al.,, 2008). Die Interaktion mit dem Adapterprotein RAIDD scheint jedoch dabei nicht
zwangslaufig notwendig zu sein (SHALINI et al., 2015). Die Aktivierung von Caspase-2 kann
sowohl vor als auch nach dem MOMP ablaufen. Eine p53-induzierte Induktion von PIDD
infolge einer DNA-Schéddigung, die damit verbundene Caspase-2-Aktivierung und Spaltung
von MDM2 fiihren zur Stabilisierung von p53 und zur Unterdriickung der Tumorgenese

(Ubersicht in SHALINI et al., 2015).

1.7. Die Nekroptose - ein Caspase-unabhangiger Zelltodmechanismus

Im Gegensatz zur Apoptose unterliegen nekrotische Zellen einem nicht regulierten Zelltod.
Die Nekrose wird durch unterschiedlichste Faktoren wie Viren, Bakterien und Protozoen
ausgelost und verursacht ein unkontrolliertes Anschwellen der Zellen, das wiederum zum
Zusammenbruch der Plasmamembran und der damit verbundenen Zelllyse fiihrt. Die Nekrose
charakterisiert sich durch die unzureichende Sekretion von Zytokinen, Stickoxiden und
reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) und fiihrt in jedem Fall zu einer Entziindungsreaktion
(Ubersicht in BLATT & GLICK, 2001).

Jedoch konnte in der Vergangenheit die Beobachtung gemacht werden, dass in einigen Fillen
die Nekrose, durch die Aktivierung von spezifischen und pathologischen Prozessen, unter
regulierten Bedingungen ablaufen kann (PROSKURYAKOV et al., 2003). Diese regulierte Form
der Nekrose wird heute als Nekroptose bezeichnet und beschreibt einen Caspase-
unabhéngigen Zelltodmechanismus und wird in Abbildung 2 dargestellt (DEGTEREV et al.,
2005). Induziert wird die Nekroptose durch die Aktivierung der Todesrezeptor-Subtypen der

TNF-Rezeptor-Superfamilie. Zu den Induktoren zédhlen unter anderem der CD95- und der
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TNFa-Ligand, die ebenfalls in vielen Zelltypen die Apoptose stimulieren. Unter
differenziellen Gegebenheiten fordern diese Liganden den Zelltod in einer nicht-
apoptotischen Weise mit nekrotisch-morphologischen Merkmalen. Normalerweise wiirden
der Komplex Ila und das Ripoptosom mit der Initiierung der Apoptose iiber die Aktivierung
von Caspase-8 zur Spaltung von RIP1 und RIP3 fithren. Wird Caspase-8-Aktivitdt hingegen
blockiert (z.B. durch Carbobenzoxy-valyl-alanyl-aspartyl-[ O-methyl]-fluoromethylketone
(Z-VAD-FMK), cytokine response modifier A (CrmA) oder c-FLIP), ist die Spaltung von
RIP1 und RIP3 unterbunden und die Kinasen signalisieren der nekroptotischen Maschinerie,
den nicht-apoptotischen Zelltod einzuleiten (Ubersicht in VANDEN et al., 2014). Sowohl
Komplex Ila wie auch das Ripoptosom sind in der Lage, den apoptotischen wie auch den
nekroptotischen Signalweg auszuldsen.

Bei diesem Prozess wird die Bildung von ROS, lysosomaler Membranpermeabilisierung
(LMP), AIF und Poly (ADP-ribose) polymerase (PARP)-Spaltung beobachtet. Um den
Signalweg der Nekroptose auszuldsen, miissen die Kinasen RIP1 und RIP3 sowie Mixed
lineage kinase domain-like protein (MLKL), ein RIP-3-Substrat, aktiviert werden (CHO et al.,
2009; HE et al., 2009). RIP1, als Schliisselregulator der Nekroptose, phosphoryliert RIP3,
sodass damit die Bildung eines Necrosom-Komplexes einhergeht. Dieser Komplex
phosphoryliert MLKL, welches als eine wichtige Komponente des nekroptotischen
Signalwegs identifiziert werden konnte (SUN et al.,, 2012). Die RIP3-Kinaseaktivitit ist
entscheidend fiir die Initiierung der Nekroptose (KAISER et al., 2013). RIP3 beteiligt sich an
der Aufrechterhaltung einer Ripoptosom-dhnlichen Plattform, die eine Signaltransduktion
zwischen Apoptose und Nekroptose vermittelt (MANDAL et al., 2014). Durch die Inhibierung
von RIP3 kann die Apoptose induziert werden (MANDAL et al., 2014). Pharmakologische
Inhibitoren der Nekroptose sind der RIP1-Hemmer Necrostatin-1 (Nec-1) und der MLKL-
Inhibitor Necrosulfonamide (NSA) (DEGTEREV et al., 2008; SUN et al., 2012).

1.8. Der JNK-Signalweg, eine alternative Form des Caspase-unabhangigen Zelltods

Eine weitere Form des Caspase-unabhédngigen Zelltods, der ebenfalls die Apoptose induzieren
kann, wird durch zelluldren Stress ausgelost und verlduft iiber die Aktivierung des
c-Jun N-terminale Kinasen(JNK)-Signalwegs. JNK-Kinasen werden auch als stress-activated
phospho-kinases (SAPK) bezeichnet und gehoren zu den mitogen-activated protein kinases
(MAPK). Sie spielen unter anderem bei der proinflammatorischen Zytokinen-vermittelten und
durch genotoxischen Stress-induzierten Apoptose eine wichtige Rolle (DAVIES & TOURNIER,

2012). Des Weiteren iibernehmen sie wichtige Funktionen in der Regulation von
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Zelliiberleben, Wachstum und Differenzierung (DAvIS, 2000). Die Aktivierung des JNK-
Signalwegs kann demnach sowohl durch DNA-Schidigung wie auch durch Rezeptor-
stimulation vermittelt werden und in An- und Abwesenheit von Caspasen zum Zelltod fiihren.
Unter anderem erfolgt bei der Aktivierung des JNK-Signalwegs die Phosphorylierung und
anschliefende Stabilisierung von p53 durch die JNK-Kinase (FUCHS et al., 1998).
In der Caspase-unabhingigen Proteolyse der Zellen dagegen besitzen neben p53 Faktoren wie
FADD, RIP1 und TRADD wichtige Funktionen im JNK-Signalweg, die zur lysosomalen
Membranpermeabilisierung beitragen, was wiederum zur Freisetzung von Cathepsine-
Proteasen fiihrt (MATSUYOSHI et al., 2006; KROEMER & MARTIN, 2005). Der JNK-Signalweg
kann jedoch auch iiber die Bindung eines Liganden an den TNF-R1-Rezeptor aktiviert
werden, wie MULLER-SIENERTH und Kollegen (2011) zeigten. KiM und Kollegen (2015)
erldutern ferner, dass die Aktivierung der JNK-Kinase unter anderem die Funktion der
Katalase unterdriickt, sodass eine ROS-abhidngige Apoptose induziert werden kann.
Tumorzellen schiitzen sich durch die Expression der Katalase vor intrazellulirer ROS-
vermittelter Apoptose iiber den Hypochloros-Siure(HOCI)- oder Stickstoffmonoxid
(NO)/Peroxynitrit-Signalweg (BECHTEL & BAUER, 2009; HEINZELMANN & BAUER, 2010).
Ein weiteres Protein, welches an der Inhibierung der Apoptose beteiligt ist, indem es
mitochondriale O,-Formationen in Folge eines endoplasmatischen Retikulum-induzierten
Stresssignals unterdriickt und Zellen vor oxidativer Schidigung schiitzt, ist Pon2 (NG et al.,
2001). Pon2 reduziert indirekt die Superoxid-Freisetzung aus der inneren Mitochondrien-
membran (ALTENHOFER et al., 2010). Zudem charakterisiert sich Pon2 durch sein Potential,

direkt den INK-Signalweg zu hemmen (Ubersicht in WITTE et al., 2012).

1.9. Die Rolle der IAPs als natiirliche Hemmer von Zelltodmechanismen

Die gingige Vorstellung einer Balance zwischen pro- und antiapoptotischen Familien-
mitgliedern entscheidet, ob Zellen der Apoptose unterliegen (HENGARTNER, 2000). Die
Apoptose wird in den meisten Nierenzellkarzinomen durch die Hochregulation anti-
apoptotischer Proteine wie XIAP und seiner verwandten Mitglieder der IAP-Familie
unterdriickt und verringert die Sensitivitit gegeniiber chemotherapeutischen Substanzen
(SCHNEIDER et al., 2007). IAP-Proteine sind durch eine bis drei N-terminale lokalisierte
baculovirale IAP repeats(BIR)-Doménen charakterisiert (BIRNBAUM et al., 1994) und treten
in vielzelligen Organismen von Drosphila bis hin zu den Sédugetieren auf (VERHAGEN et al.,
2001). Innerhalb der Domiéne der Eukaryoten sind die IAPs weiter verbreitet und sehr

konserviert (DEVERAUX & REED, 1999). Erstmals wurde die BIR-Domine im Genom des
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Insekten-infizierenden Baculovirus entdeckt, sie reprimiert in seiner Wirtszelle die Apoptose
(CROOK et al., 1993; BIRNBAUM et al., 1994). Heutzutage wird davon ausgegangen, dass die
nahe Verwandtschaft zwischen den baculoviralen IAPs und Insekten-IAPs auf einen
Gentransfer zuriickzufiihren ist, in dem IAP-Gene des Insektenwirts auf den Baculovirus

ibertragen wurden (HUGHES, 2002).

N—[ BIR1 ]—[ BIR2 ]-[ BIR3 C XIAP
N—[ BIR1 ]—-[ BIR2 ]-[ BIR3 C c-IAP1
N—[ BIR1 ]—[ BIR2 ]-[ BIR3 C c-IAP2
N e BR_ e T e C Livin
N BR1 ol BR2 o EIR? mem—— C  NAIP
C Survivin
N C Bruce

Baculovirus IAP Repeat Ubiquitin-assozierte Doméane

E3-Ligaseaktivitat _ Caspase-Rekrutierungs-Doméne

Abbildung 3: Die acht humanen IAPs und ihre funktionellen Doménen. Charakteristisch flir die Familie
der IAPs ist mindestens eine BIR-Doméne, die sich am N-terminalen Ende des Proteins befindet. Einige der
IAPs besitzen eine RING-Domane am carboxyterminalen Ende, die als E3-Ubiquitinligase agiert und die
Ubiquitinierung von aktivierten Caspasen bewirkt. Die beiden zellularen IAPs, c-IAP1 und c-lIAP2, besitzen
zudem eine CARD-Doméne, deren Funktion noch nicht vollsténdig geklart ist. Die UBA-Doméane ermdglicht
den IAP-Proteinen, eine Vielzahl von Ubiquitinketten zu binden (verandert nach GYRD-HANSEN & MEIER, 2010;
FuLba & Vucic, 2012).

In Abbildung 3 sind die acht bekannten humanen IAP-Familienmitglieder dargestellt
(HUNTER et al., 2007); die beiden zelluldren IAPs c-IAP1 und c-IAP2, das X-chromosomale
IAP (XIAP), Livin, das neuronale IAP (N-AIP) sowie Survivin, Baculoviral IAP repeat-
containing protein 6 (BRUCE) und Testis-spezifisches IAP (Ts-IAP) (Ubersicht in
VERHAGEN et al., 2001). Der stirkste Caspaseinhibitor aus der Familie der IAPs ist das
Protein XIAP, das iiber seine BIR2-Domine mit Caspase-3/-7 und iiber die BIR3-Doméne
mit Caspase-9 interagieren kann (DEVERAUX et al., 1997). Die BIR-Doménen sind 70-80
Aminoséduren gro3 und charakterisieren sich durch drei konservierte Cysteine und ein Histidin
(L1u et al., 2000; WU et al., 2000). Die strukturellen Eigenschaften der c-IAP1-BIR3-Domine
sind vergleichbar zu der BIR2- und der BIR3-Doméne von XIAP und zeichnen sich durch ein
typisches Muster mit einer Reihe von vier bis fiinf a-Helices, einem dreistringigen -Faltblatt
und einem einzelnen Zinkion, welches zwischen Cystein- und Histidinresten lokalisiert ist,
aus (VERHAGEN et al., 2001). Die BIR1-Domaéne ist moglicherweise an der Aktivierung von
NF-«B iiber die Interaktion mit TAB1 beteiligt (LU et al., 2007).
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Bei einigen der IAPs, wie XIAP, c-IAP1 und c-1AP2, tritt eine Really Interesting New Gene
(RING)-Domine, ein Typ von Zinkfinger, am carboxyterminalen Ende auf, welche in
Insektenzellen zusammen mit der BIR-Domine ihre antiapoptotische Wirkung entfaltet
(DEVERAUX & REED, 1999). Die RING-Domine ermdoglicht den Proteinen aufgrund einer
Ubiquitin-Ligase-Aktivitit eine Regulation zur Selbstubiquitinierung und Degradierung
(YANG, 2000). Die humanen c-IAP1 und c-IAP2 besitzen des Weiteren eine Caspase-
Rekrutierungs-Domine (CARD), die zwischen der BIR- und der RING-Domine assoziiert ist
und beispielsweise mit dem Adapterprotein Apaf-1 interagieren kann (zusammengefasst in
VERHAGEN et al., 2001). Die beiden zelluldren IAPs sind in der Lage, in vitro die Aktivitit
der Caspase-3/-7 zu inhibieren (zusammengefasst in VERHAGEN et al., 2001). Die Uber-
expression von XIAP, aber auch der zelluliren IAPs c-IAP1, c-IAP2 sowie NAIP und
Survivin unterdriickt die Apoptose bei einer Vielzahl von Stimuli in Tumorzellen
(DEVERAUX & REED, 1999). Signifikant erhohte Expressionslevel von IAPs sind in
Nierenzellkarzinomen mit einer verminderten Sensitivitidt gegeniiber Apoptose-induzierenden
Substanzen wie TRAIL assoziiert (RAMP et al., 2003). In Tumorzellen kénnen c-IAP1 und
c-IAP2 die K63-Ubiquitinierung von RIP1 bewirken, um sich vor einem TNF-induzierten
Zelltod zu schiitzen (BERTRAND et al., 2008; FEOKTISTOVA et al., 2011). Unter TNFa-
Einfluss werden die Proteine XIAP, c-IAP1 und c-IAP2 in primiren endothelialen Zellen
stark tiberexprimiert, was ithnen wiederum eine Resistenz gegeniiber einem TNFa-Stimulus
verleiht (STEHLIK et al., 1998). STEHLIK und Kollegen (1998) fanden heraus, dass die
Induktion der IAPs auf die Aktivierung von NF-xB zuriickzufiihren ist. Die Ubiquitin-
bindende Domine (UBA) der c-IAPs und XIAP scheint zudem Zellen vor einer TNFa-
induzierten Apoptose zu schiitzen und unterstiitzt die Aktivierung des Transkriptionsfaktors

NF-kB (GYRD-HANSEN et al., 2008).

Das mitochondriale Protein Smac/DIABLO (DuU et al. 2000; VERHAGEN et al., 2000) als
starker Inhibitor der IAPs interagiert {iber sein N-terminales AVPI-Bindemotiv mit seinen
Antagonisten (SRINIVASULA et al., 2001; SHIOZAKI et al., 2003). Die vier N-terminalen
Aminosidurereste Alanin-Valin-Prolin-Isoleucin (AVPI) von Smac bilden das IAP-Binde-
motiv (IBM) und erkennen die Furche der BIR2- beziehungsweise BIR3-Domine der IAPs
(ScoTT et al., 2005). Die erste Aminosdure Alanin bindet tiber Wasserstoffbriicken an die
hydrophobe Tasche der XIAP-BIR3-Domine (SHI, 2002). Ein Austausch dieser Aminosdure
mit jeder Aminosdure auBler Glycin verhindert aufgrund einer sterischen Hinderung die
Interaktion mit der Bindungstasche der BIR3-Doméne (SHI, 2002). Durch die Interaktion von

Smac mit IAPs kann die IAP-abhingige Caspaseshemmung aufgehoben werden.
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Vergleichbare Wechselwirkungen zu der Smac-XIAP-Interaktion iiber die N-terminale
Sequenz konnten bei dem Drosophila-Protein DIAP1 und Hid oder Grim beobachtet werden
(s. Abb. 4; zusammengefasst in SHI, 2002).

A Proteine mit N-terminalen B . Bindemotiv/ X . )
Sequenzhomologien Protein P Interagiert mit Funktion
‘; Smac IBM (AVPI) BIR2-BIR3 Inhibierung von IAPs
Smac/DIABLO I AQK S . -
Reaper R . v | BB Caspase- IBM (AVPY) BIR
Grim &1 AY F L PD IAPs BIR1-Domane TAB1 Aktivierung des NF-kB-Signalwegs

Hid
hCasp-9
mCasp-9 YQEGP
X-Casp-9 VFSGE

QEGP BIR2-Doméne Caspase-3/-7 Inhibierung der Apoptose

BIR3-Domane Caspase-9 Inhibierung der Apoptose

Abbildung 4: Homologe Strukturen des IAP-Bindemotivs. A) Homologe Aminosduresequenzen im
N-terminalen Bereich von Proteinen, Gber deren Aminosaurereste, insbesondere des Alanins, eine Interaktion
zur hydrophobe Tasche die BIR-Domane von IAPs auftreten kann (nach SHr, 2002). B) Tabelle ausgewahlter
Faktoren, die Einfluss auf die Apoptose haben, deren Bindemotive oder -domane und die damit verbundene
Funktionen.

Ausgenommen der ersten 10 N-terminalen Aminosédurereste des Proteins Smac sind keine
Sequenzhomologien zwischen Hid, Grim und Reaper bekannt (SHI, 2002). Interessanterweise
konnte ein Smac-dhnliches AVPI-Motiv in der Pro-Caspase-9 identifiziert werden, iiber die
XIAP binden kann (s. Abb. 4; SRINIVASULA et al., 2001). Erst eine proteolytische Spaltung
der Pro-Caspase-9 und ein darauffolgender Apoptosestimulus ermoglichen XIAP mit dem
N-terminalen Tetrapeptid der Caspase-9 zu interagieren, um diesen zu inhibieren. Im Verlauf
der Apoptose wird die Caspase-9 weiter gespalten und aktiviert die Effektorcaspase-3. Da
eine RING-Dimerisierung von c-IAP-Molekiilen essentiell fiir ihre E3-Ligaseaktivitit ist,
bewirkt die Interaktion zwischen Smac und einer BIR-Doméne der IAPs eine schnelle RING-
abhédngige Autoubiquitinierung. Ebenso kann in der Abwesenheit von c-IAP-Proteinen RIP1
nicht ubiquitiniert werden, sodass FADD und Caspase-8 binden konnen, was zur Aktivierung
der Apoptose fithrt (GESERICK et al., 2009). In der Vergangenheit konnte gezeigt werden,
dass die Hochregulation von antiapoptotischen Proteinen, darunter auch Mitglieder der IAP-
Familie, entscheidend an der Resistenzvermittlung in Tumoren beteiligt ist (LACASSE et al.,

2008).

1.10. Neue Small Molecules als Zelltod-Aktivatoren mit dem Ziel, IAPs zu inhibieren

Die IAPs stellen einen wichtigen pharmakologischen Ansatzpunkt in der Entwicklung
neuartiger Substanzen dar. IAPs sind héufig in Tumorzellen {iberexprimiert und fiithren zu
einer fehlgeleiteten Apoptose. OOST und Kollegen (2004) entdeckten erstmals ein chemisch

modifiziertes Peptidomimetika, welches das AVPI-Motiv von Smac imitierte, iiber die
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Zellmembran penetrieren und die Apoptose in Tumorzellen induzieren konnte. Darauffolgend
wurden nicht-peptidische kleine Molekiile (Small Molecules) designt, die eine hohe
Bindeaffinitit zu den BIR2/3-Dominen der zelluliren IAPs und XIAP besitzen. Diese
Verbindungen werden auch als IAP-Antagonisten oder Smac-Mimetika bezeichnet. Smac-
Mimetika ahmen das AVPI-Motiv nach, um mit der BIR3-Domine der IAPs zu interagieren.
Eine ideale Voraussetzung fiir eine pharmazeutische Bindetasche sind die polaren und
hydrophoben Gruppen auf der BIR3-Oberfliche der IAPs (SHI, 2002). Das Pentrapeptid
AVPFY von dem funktionellen Smac-Homolog Head involution defective Protein (HID)
zeigte eine deutlich stirkere Bindungsaffinitit zu XIAP als das AVPI-Motiv (LIU et al.,
2000). Diese neuartigen Small Molecules besitzen die Eigenschaft, Caspasen durch die
Hemmung von XIAP zu reaktivieren sowie zelluldre IAPs zu degradieren und die RIP1-
Ubiquitinierung zu unterdriicken. Somit konnen Smac-Mimetika sowohl die Apoptose wie
auch die Nekroptose induzieren und stellen in der Behandlung von Krebspatienten neue
potentielle Kandidaten dar, die eine IAP-vermittelte Resistenz in Tumorzellen aufheben und

erfolgreich die Apoptose einleiten konnen (FULDA & VUcCIC, 2012).

Smac-Mimetika lassen sich in monovalente und bivalente Molekiile unterteilen. Monovalente
Verbindungen imitieren das AVPI-Motiv von IAP-Proteinen. Bivalente Strukturen setzen sich
aus zwei AVPI-Motiven zusammen, die iiber einen Linker miteinander verkniipft sind (SUN et
al., 2008). Zu den derzeit wichtigsten und bedeutendsten bivalenten IAP-Antagonisten zdhlen
Birinapant und BV-6, monovalente Verbindungen sind GDC-0152, AT-406 und LBW242
(ALLENSWORTH et al., 2013; L1 et al,. 2011; FLYGARE et al.,, 2012; CAI et al., 2011;
WEISBERG et al., 2007). Diese Smac-Mimetika weisen zum Teil nicht nur eine hohe Affinitit
zur der XIAP-BIR3-Domine, sondern auch zu c-IAP1, c-IAP2 und ML-IAP auf. Sie konnen
die Autoubiquitinierung von RING-enthaltenen IAPs, besonders c-IAP1 und c-IAP2, fordern
(CA1 et al, 2011). In vorangegangenen Studien zeigte sich, dass pan-selektive IAP-
Antagonisten mit als besonders effektiv eingestuft werden konnten (LU et al., 2008;
NDUBAKU et al., 2009). Von vorklinischen Untersuchungen bis hin zu klinischen Studien

finden diese Antagonisten Anwendung.

CAROSATI und Kollegen (2015) suchten in einem weit angelegten, Liganden-basierten
virtuellen Screening nach potentiellen nicht-peptidischen Kandidaten, die das AVPI-Motiv
von Smac nachahmen und mit der BIR3-XIAP-Domine interagieren konnen. Als
Ausgangsstruktur fiir das Screening wurde die PS-1-Struktur verwendet, die pan-selektiv an
die BIR3-Domine von XIAP und zelluldren IAPs bindet und effektiver als c-IAP-spezifische

Antagonisten den Zelltod induzierten sollte (s. Abb. 5; CAROSATI et al., 2015; NDUBAKU et
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al., 2009). Die durch NDUBAKU und Kollegen (2009) getesteten pan-selektiven IAP-
Antagonisten charakterisierten sich durch eine Vielzahl von dipolaren und hydrophoben
Wechselwirkungen mit der Oberfliche der BIR-Domine. CAROSATI und Kollegen (2015)
entwickelten einen Algorithmus, der die Identifikation von moglichen Kandidaten aus einer
Datenbank von mehr als 800.000 Substanzen (ChemDiversity) erlaubte. Dies fiihrte zur
Identifikation von 31 potentiellen IAP-Antagonisten. Die neu identifizierten Substanzen
werden mit dem Namen LBPS fiir Ligand-based-pan-selective abgekiirzt und beschreiben
zum einen die Methode, mit der sie identifiziert wurden, zum anderen werden sie als pan-
selective bezeichnet, da sie an verschiedene IAPs binden, selektiv aber nur mit der BIR-3-
Domiine interagieren. Im Rahmen einer Kooperation wurden unserer Arbeitsgruppe die Sub-
stanzen exklusiv zur Verfiigung gestellt. Im Laufe meiner Masterarbeit konnten aus den 31

Substanzen drei besonders wirksame Kandidaten identifiziert werden (STEVENS et al., 2014).
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Abbildung 5: PS-1-Struktur und chemische Strukturen der Zelltod-Aktivatoren LBPS01, LBPS03 und
LBPSO05. Basierend auf der PS-1-Struktur wurden in einem Liganden-basiertem Screening Molekdiile gesucht,
die eine vergleichbare Struktur besitzen (NpuBaKU et al., 2009; CAROSATI €t al., 2015).

Basierend auf dieser guten Wirksamkeit wurden, abgeleitet von diesen drei Strukturen,
weitere Strukturderivate identifiziert, die Aufschluss liber die Struktur-Wirkungs-Beziehung
der Substanzen geben sollten. Ebenfalls zeigten die gleichen 3 Substanzen per se starke
antiproliferative Wirkungen auf leukdmischen T-Lymphozyten der Linie Jurkat mit
IC50-Werten im mikromolaren Bereich (VAN DEN HOFEL et al., 2014; CAROSATI et al., 2015).
Im Vergleich wurden die kommerziell erhiltlichen und bereits in klinischen Studien
verwendeten Smac-Mimetika GDC-0152, AT-406 und Birinapant mit vielfach hoheren ICs-
Werten getestet. Zugleich zeigten diese neu identifizierten Substanzen keinen Effekt auf
peripheren mononukleédren Zellen des peripheren Bluts (PBMCs), riefen jedoch zeitabhéngig

eine starke Caspase-Reaktivierung hervor (CAROSATI et al., 2015).
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1.11. Die klarzellige Nierenkarzinom-Zelllinie ClearCa-2 als Modell einer XIAP-
vermittelten Resistenz

Eine Moglichkeit von Tumorzellen, den natiirlichen Kontrollmechanismen der Zelle sowie
chemotherapeutischen Behandlungen zu entkommen, wird durch die Entwicklung von
Resistenzmechanismen vermittelt. Durch seinen MDR-Phédnotyp umgeht das Nierenzell-
karzinom die Wirkung vieler herkommlich verwendeter chemotherapeutischer Substanzen.
In einigen in-vitro-Untersuchungen bei Nierenzellkarzinomen offenbarte sich eine mangelnde
Apoptosefihigkeit nach Behandlung mit Krebsmedikamenten, wie durch die Stimulation mit
CD95L und TRAIL (GERHARZ et al., 1999; RAMP et al., 2000; DEJOSEZ et al., 2000; RAMP et
al., 2001). Neben der MDR-vermittelten Resistenz konnten wir in unserer Arbeitsgruppe das
antiapoptotische XIAP als weiteres stark Resistenz-vermittelndes Protein in Nierenzell-
karzinomen identifizieren. In 95% der untersuchten klarzelligen Nierenzellkarzinomen wurde
das Protein exprimiert (RAMP et al.,, 2004). Bei Patienten mit einem klarzelligen
Nierenkarzinom konnte eine inverse Korrelation zwischen gesteigertem Expressionslevel von
XIAP und geringer Tumordifferenzierung in einem vorangeschrittenen Tumorstadium mit
zunehmender Aggressivitit und damit eine verbundene verminderte Uberlebensrate der
Patienten festgestellt werden (RAMP et al., 2004). Durch die Uberexpression von XIAP wird
die Caspaseaktivitdt unterdriickt und verleiht Tumorzellen einen Schutz gegeniiber
Apoptosereizen wie CD95L- und TNF-Rezeptoraktivierung, antineoplastischen Substanzen
und UV-Strahlung (RAMP et al., 2003). Die Expression von XIAP konnte in Nierenzell-
karzinomen als ein unabhéngiger und prognostischer Parameter identifiziert werden (RAMP et
al., 2004). Der XIAP-vermittelten Inhibierung der Apoptose konnte somit eine wichtige Rolle

wihrend der Tumorprogression von klarzelligen Nierenkarzinomen zugeteilt werden.

Neben XIAP besitzt Survivin das Potential, iiber seine einzelne BIR-Domine die
Caspasen-3/-7 zu inhibieren (TAMM et al., 1998). SONG und Kollegen (2003) zeigten, dass
Survivins Caspase-inhibierenden Fidhigkeiten erst in Form eines Heterodimers mit XIAP
entfaltet werden konnen. Das antiapoptotische Signal, welches infolge einer
Heterodimerbildung hervorgerufen wird, fiithrt zur Aktivierung des NF-kB-Signalwegs, in
dessen Folge das Molekiil IkBa phosphoryliert und anschlieBend degradiert wird (SONG et al.,
2003). RAMP und Kollegen (2003) zeigten ferner, dass zwar das Expressionslevel von XIAP,

nicht aber Survivin in Nierenkarzinomzelllinien deutlich erhoht war.

YAN und Kollegen (2004) wiesen in ihrer Arbeit auf eine verschobene Balance zwischen
XIAP und dem Smac-Expressionslevel in fortgeschrittenem Nierenkarzinomen hin. Der

relative messanger-RNA(mRNA)-Expressionslevel von XIAP bei fortgeschrittenen Tumor-
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stadium und zunehmender Tumordifferenzierung war signifikant erhoht. In Abhéngigkeit des
Tumorstadiums ergaben Analysen auf Proteinebene deutlich erhohte Level von XIAP. Des
Weiteren wurden die mRNA- und Proteinlevel von Smac untersucht, die sich zwischen
unterschiedlichen Tumorstadien nicht signifikant voneinander unterschieden. Die mRNA-
Expressions-Ratio zwischen dem antiapoptotischen Protein XIAP und dem proapoptotischen
Smac ist mit zunehmender Tumorprogression und fortschreitendem Tumorstadium
nennenswert erhoht. Fiir das Nierenzellkarzinom konnte somit gezeigt werden, dass XIAP

wesentlich an der Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika beteiligt ist (YAN et al., 2004).

ClearCa-6 (sensitiv) ClearCa-2 (resistent)

Geringe XIAP-Basalexpression Hohe XIAP-Basalexpression

TRAIL-
TRA!L-. Resistent
Sensitiv
XIAP- Apoptosis-Induktor/
Uberexpression IAP-Antagonist? X"Zﬁ ;!;Z‘J;EZ‘;W"
durch Transfektion
Erworbene Erworbene TRAIL-

TRAIL-Resistenz Sensitivitat

Abbildung 6: Rolle von XIAP in der Vermittlung einer TRAIL-induzierten Apoptose in klarzelligen
Nierenzellkarzinomzellen. Die TRAIL-resistente Zelllinie ClearCa-2 charakterisiert sich durch erhdhte
Expressionslevel von XIAP, wohingegen die TRAIL-sensitive Zelllinie ClearCa-6 deutlich geringere
Proteinlevel aufweist. Durch die Uberexpression von XIAP in der TRAIL-sensitiven Zelllinie ClearCa-6 konnten
Zellen eine Resistenz gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose erlangen, wohingegen der Knockdown von
XIAP in der TRAIL-resistenten Zelllinie den Zelltod induziert (STEVENS et al., 2014).

Obwohl RaAMP und Kollegen (2003) in ihrer Arbeit zeigen konnten, dass die klarzellige
Nierenzellkarzinom-Zelllinie ClearCa-2 die beiden TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1 und
TRAIL-R2 exprimiert, konnte interessanterweise die Apoptose durch TRAIL-Behandlung
nicht induziert werden. Erst die gleichzeitige Bestrahlung mit y-Strahlen leitete die Apoptose
ein. Als TRAIL-sensitive Zelllinie konnte unter anderem die Linie ClearCa-6 identifiziert
werden (RAMP et al., 2003). In unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass das anti-
apoptotische Protein XIAP in beiden Zelllinien differenziell exprimiert wird. Die Linie
ClearCa-2 wies deutlich erhohte XIAP-Expressionslevel im Vergleich zu ClearCa-6 auf.

Durch die Transfektion von ClearCa-2 Zellen mit XIAP-siRNA konnten die Proteinlevel von
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XIAP signifikant reduziert werden und eine TRAIL-Sensitivitit erworben werden. Eine
Uberexpression von XIAP in ClearCa-6 Zellen fiihrte zu einer Hochregulation des Proteins
und dies wiederum vermittelte eine TRAIL-Resistenz (s. Abb. 6; Ubersicht in STEVENS et al.,
2014). Die Feststellung, dass XIAP in Nierenzellkarzinomen eine essentielle Funktion bei
einer Unterdriickung der Apoptose einnimmt, macht die Untersuchung von neuen IAP-
Antagonisten in diesem Modell sehr interessant. Die Linie ClearCa-2 konnte erfolgreich als
Modell etabliert werden, da in dieser Zelllinie das antiapoptotische Protein XIAP
offensichtlich einen molekularen Schalter zur Resistenzvermittlung gegeniiber TRAIL-

induzierter Apoptose darstellt.

1.12. Forschungsfrage und Ziele der Doktorarbeit

Neben Immun-, Chemo- oder Radiotherapie bekommt die sogenannte Targeted Therapy
immer mehr Bedeutung. Bei dieser Form der Therapie finden monoklonale Antikdrper oder
Small Molecules Anwendung, um gezielt in Krebszellen den natiirlichen Zelltod zu induzieren
und Tumorzellen selektiv zu zerstoren. Das hédufige Auftreten von Resistenzen gegeniiber
Chemotherapeutika bei Patienten mit Nierenzellkarzinomen wird mit einer verminderten
Uberlebenswahrscheinlichkeit assoziiert. Der hiufig vertretene MDR-Phinotyp erschwert die
Behandlung durch herkommliche Chemotherapeutika, sodass ein dringlicher Bedarf fiir
gezielte und effektivere Therapieoptionen besteht. Sollten zielgerichtete Therapien die Multi-
Drug-Resistenz in Nierenzellkarzinomen iiberwinden, konnten neue Substanzen identifiziert
werden, die in weitaus weniger therapieresistenten Tumoren zu guten antiproliferativen

Effekten fithren.

Durch die verstirkte Expression antiapoptotischer Komponenten erwerben neoplastische
Zellen die Fihigkeit eines unbegrenzten Teilungspotentials, indem natiirliche Zelltod-
signalwege unterdriickt werden. Neben einer verstirkten Expression der MDR-Gene in
klarzelligen Nierenzellkarzinomen besitzen Mitglieder der IAP-Familie eine bedeutende Rolle
in der Resistenzvermittlung gegeniiber chemotherapeutischen Herangehensweisen. In der
TRAIL-resistenten klarzelligen Nierenkarzinom-Zelllinie ClearCa-2 konnte XIAP als
molekularer Schalter zur Regulation der Apoptose identifiziert werden. Fiir alternative
Behandlungsoptionen wie der sogenannten Targeted Therapy konnte XIAP eine interessante
molekulare Zielstruktur darstellen. Die Verwendung von Small Molecules mit dem Ziel, an
die BIR3-XIAP-Domine zu binden, stellte in den vergangenen Jahren einen

vielversprechenden Forschungsschwerpunkt dar. Die Verwendung dieser neuartigen I[AP-
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Antagonisten oder Smac-Mimetika bietet die Moglichkeit, das Gleichgewicht zwischen pro-
und antiapoptotischen Proteinen wiederherzustellen und Tumorzellen fiir herkémmliche

Chemotherapien zugénglich zu machen.

Im Rahmen meiner Masterarbeit konnten die beiden Zelltod-Aktivatoren LBPSO1 und
LBPSO03 als potenzielle Apoptose-Induktoren identifiziert werden. Fiir beide Substanzen
konnte eine Aktivierung der Initiatorcaspase-9 sowie der Effektorcaspasen-3/-7 und eine
PARP-Spaltung nachgewiesen werden. Als eine weitere vielversprechende Substanz wurde
LBPSO5 identifiziert, welches in ClearCa-2-Zellen signifikant den Zelltod induziert, jedoch
keine Aktivierung der Caspasen-3/-7 beziehungsweise Caspase-9 hervorrief. Erste Hinweise
darauf, dass die drei untersuchten Substanzen leicht degradierende Effekte auf XIAP besitzen
und eine geringfiigige Stabilisierung des Proteins c-IAP1 bewirkten, wurden ebenfalls im
Rahmen meiner Masterarbeit generiert. Fiir das zelluldre c-IAP2 konnte durch LBPSO1 und

LBPSO05 eine Expressionszunahme im Western Blot gezeigt werden.

Ziel dieser Arbeit ist die Charakterisierung und Identifikation der Wirkmechanismen der
neuartigen Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPSO0S5 in ClearCa-2 sowie die Aufkldrung der
beteiligten Signalwege. Um die Annahme zu unterstiitzen, dass LBPS03 in ClearCa-2 einen
apoptotischen Zelltod induziert, sollten weitere Nachweismethoden im Rahmen dieser Arbeit
Anwendung finden. Der bereits beschriebene Caspase-unabhingige Zelltod in LBPSO05-
behandelten Zellen deutet auf eine programmierte Form der Nekrose, die Nekroptose, hin und
seine Untersuchung soll ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit sein. Die Verwendung von
Inhibitoren der Apoptose und der Nekroptose soll bei der Aufkldrung der beteiligten

Signalwege eine wichtige Rolle spielen.



2. Material und Methode

2.1. Materialien
2.1.1. Chemikalien
Chemikalien Firma
Agarose Bio-Budget Technologies GmbH, Krefeld
Ammoniumperoxodisulfat Bernd Braun Chemicals GmbH, Rottweil
L-Asparagin Sigma-Aldrich, St. Louis
L-Arginin Sigma-Aldrich, St. Louis

Bovine Serum Albumin Fraction V
Dimethylsulfoxid
DTT

Eisessig (100%)
Ethanol (70%)
Glycerin

Glycerol

Methanol
Natriumchlorid
Propidium lodid
SDS Pellets
TEMED

Tris-HCL
Triton-x-100

Trizma Base
Tween-20
B-Mercapthoethanol

PAA Cell Culture Company, Cambridge
Sigma-Aldrich, St. Louis

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Sigma-Aldrich, St. Louis

VWR Chemicals, Darmstadt

Roth Industries, Buchenau

Merck, Darmstadt

Roth Industries, Buchenau
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Sigma-Aldrich, St. Louis

Bio-Rad Laboratories, Hercules
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

2.1.2. Reagenzien und gebrauchsfertige Losungen

Reagenzien

Firma

Blocking Grad Blocker

Bradford Bio-Rad Protein Assay
cOmplete, EDTA-free Proteaseinhibitor Tabletten
DNA-Marker (1 kb)

DNA-Ladepuffer (6x)

DRAQ5

Dulbecco's Modified Eagle's Medium
Dulbecco's Phosphate Buffered Saline
Etoposide

FCS

IS Mounting Medium DAPI

Page Ruler Plus Prestained
Penicillin-Streptomycin Glutamine (100x)
PegGreen

PhosSTOP - Phosphatase Inhibitor Cocktail
Tabletten

ProLong® Gold antifade Reagent-
Eindeckelmedium

Ponceau$S Lésung

RNA-Ladepuffer (2x)

RNAse Zap Ambion

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-Mix)
TNFa

SuperKillerTRAIL

Tryphan Blue Solution (0,4%)

TrypLE Express

Bio-Rad Laboratories, Hercules
Bio-Rad Laboratories, Hercules
Hoffman-La Roche, Basel

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Biostatus, Shepshed
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis
Sigma-Aldrich, St. Louis

Dianova, Hamburg

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Thermo Fisher Scientific, Waltham
VWR Chemicals, Darmstadt

Hoffman-La Roche, Basel

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Sigma-Aldrich, St. Louis Aldrich
Thermo Fisher Scientific, Waltham
The RNA Company

Roth Industries, Buchenau
Humanzyme, Chicago

Enzo Life Sciences, Farmingdale
Sigma-Aldrich, St. Louis

Merck, Darmstadt
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Material

Firma

96-Well-PCR-Platte iCycler iQ5
Counter Slides Dual Chamber
Deckglaschen

Dispenser Biopur

Eppendorf Reaktionsgefafie
Facs-Rdhrchen

Kuvetten

Nitrilhandschuhe
Nitrozellulosemembran
Objekttrager

PCR-Tube Caps

PCR-Tube Strips (0,2 ml)
Pipettenspitzen Tip One
Stripetten

Whatman Papier
Zellkulturflaschen
Zellkulturplatten
Zentrifugenréhrchen

Bio-Rad Laboratories, Hercules

Bio-Rad Laboratories, Hercules
Engelbrecht, Edermiinde

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Sarstedt, NOmbrecht

Sarstedt, Nimbrecht

Ansell Industrial GBU, Kleve

Whatman, Maidstone

Marienfeld HistoBond, Lauda Kénigshofen
Bio-Rad Laboratories, Hercules

Bio-Rad Laboratories, Hercules

StarLab, Hamburg

Sigma-Aldrich, St. Louis

Whatman, Maidstone

Greiner bio-one, Kremsmiinster

TPP Techno Plastic Products, Trasadingen
Greiner Bio One GmbH

2.1.4. Kits

Kits

Firma

Caspase-2 Staining Kit

Caspase-3 Staining Kit

Caspase-8 Staining Kit

Caspase-9 Staining Kit

QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix
Mitochondrial Apoptosis Staining Kit
Proteome Profiler Human Ubiquitin Array
REDTaq” ReadyMix™ PCR Reaction Mix
RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit

Promokine, Heidelberg
Promokine, Heidelberg
Promokine, Heidelberg
Promokine, Heidelberg

Bio-Rad Laboratories, Hercules
Promokine, Heidelberg

R&D Systems, Minneapolis
Sigma-Aldrich, St. Louis -Aldrich
Thermo Fisher Scientific, Waltham

RNeasy Mini Kit Qiagen, Hilden
RNase-free DNase Set Qiagen, Hilden
QlAshredder Qiagen, Hilden
2.1.5. Laborgerate
Material Firma
Analysewaage Sartorius, Géttingen
Autoklav Systec , Puchheim
Dispenser Eppendorf, Hamburg

Dispenserpipette

Durchflusszytometer CyFlow Space
Feinwaage

Fluoreszenzmikroskop Axio Imager.M1
Geldokumentationsanlage
Gelelektrophoreseapparatur Mini-PROTEAN
Tetra Cell System

Gelelektrophoresesystem Perfect Blue Mini L
Heizblock TS1 Thermo Shaker
Inkubationsschittler 3033
Inkubationsschuttler RM5

®

Eppendorf, Hamburg
Sysmex Partec, Norderstedt
Sartorius AG, Géttingen
Carl Zeiss, Oberkochen
VWR Chemicals, Darmstadt

Bio-Rad Laboratories, Hercules

VWR Chemicals, Darmstadt

Biometra, Gottingen

Gesellschaft fir Labortechnik, Burgwedel
CAT Zipperer, Staufen
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Inkubator Thermo Electron Corporation HEPA
Class 100

Kuvette pCuvette G1.0

Magnetrtihrer MR3001

Megafuge 1.0R

Mikroskop Labovert FS

Mikrowelle

MiniSpin Plus Zentrifuge

Multikanalpipette

Netzwerkgerat PowerPac™ Universal Power
Supply

Odyssey Infrared Imaging System

pH-Meter Multi parameter peqMETER 1.14
Photometer

Pipetierhilfe Pipetboy acu

Pipetten Finnipipette F1

Sterilbank NSF 49 BS 5726

TC20 Automated Cell Counter
Trans-Blot-Turbo Transfer System

Thermo Fisher Scientific, Waltham

Eppendorf, Hamburg

Heidolph Instruments, Schwabach
Thermo Fisher Scientific, Waltham
Leica, Wetzlar

Bosch, Stuttgart

Eppendorf, Hamburg

Eppendorf, Hamburg

Bio-Rad Laboratories, Hercules

LI-COR, Lincoln

VWR Chemicals, Darmstadt
Eppendorf, Hamburg

Integra, Hudson

Thermo Fisher Scientific, Waltham
Telstar, Terrassa

Bio-Rad Laboratories, Hercules
Bio-Rad Laboratories, Hercules

Vortex Genie 2
Wasserbad
Zentrifuge 5417R

Bender & Hobein AG (Zirich, Schweiz)
Gesellschaft fiir Labortechnik, Burgwedel
Eppendorf, Hamburg

2.1.6. Antikérper

Antikorper Isotyp Firma Verdiinnung Lésungsmittel
a-Tubulin Clone B-5-1-2 M Sigma-Aldrich, St. Louis 1:4.000 5% MP in TBS/T
Bid K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% MP in TBS/T
Caspase-3 K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% MP in TBS/T
c-1AP1 (F-4) M Santa Cruz, Dallas 1:100 5% MP in TBS
c-1AP2 (H-85) K Santa Cruz, Dallas 1:200 5% MP in TBS
l\C/lft"i“f"[e;E?Te‘/Ss‘ji‘;‘g]S“bStrat K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% MP in TBS/T
f[')zg‘f)’d Caspase-8 K  Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
GAPDH Clone 71.1 M Sigma-Aldrich, St. Louis 1:4.000 5% MP in TBS/T
Goat-Anti-Mouse 680 RD 4 LI-COR, Lincoln 1:10.000 5% MP in TBS/T
Goat-Anti-Rabbit 800 CW Z LI-COR, Lincoln 1:10.000 5% MP in TBS/T
S(;’:é@”t"s”eptav'd'” Z  LI-COR, Lincoln 1:10.000 5% MP in TBS/T
IkBa M Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% MP in TBS/T
MLKL K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
NF-kBp65 (D14E12) K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
P21 (Waf1/Cip) M Cell Signaling, Cambridge 1:2.000 5% BSA in TBS/T
P53 K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
PARP K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% MP in TBS/T
f;g;g;gi;‘ap% K  Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
Phospho-MLKL K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
PIDD (LRDD) K Abcam, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
RIP1 (D94C12) K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
RIP3 (E1Z1D) K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
TNF-R1 (C35C1) K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
TNF-R2 K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
XIAP (3B6) K Cell Signaling, Cambridge 1:1.000 5% BSA in TBS/T
XIAP (H-202) K Santa Cruz, Dallas 1:200 5% MP in TBS

BSA= Bovine Serum Albumin; K=Kaninchen; M=Maus; MP= Milchpulver; Z=Ziege
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Zur Validierung der Affymetrix-Analysen wurden fiir einige Gene Primer verwendet, um in

Real-Time-PCR-Analysen die Ergebnisse der Array-Analysen zu bestidtigen. Die Primer-

Sequenzen wurden durch das Programm Primer BLAST entworfen und exoniibergreifend

ausgewdhlt. Fiir alle gegebenen Primer wurde eine Annealing-Temperatur von 55 °C gewihlt.

Tabelle 3: Primersequenzen der verwendeten Primer fir Real-Time-PCR-Analysen. Die Primer wurden
durch das Programm Primer BLAST identifiziert und durch die Firma Eurofins Genomics synthetisiert.

Accession No.

1 € ‘ 1
Genname Sequenz (5‘>3°) Sequenz (3‘>5) (GenBank)
BIRC5 CGGTTGCGCTTTCCTTTCTG TCCTTTGCAATTTTGTTCTTGGC  NM_001012271.1
CcCL20 GCGAATCAGAAGCAAGCAACT TTGCGCACACAGACAACTTT NM_001130046.1
CDKN1A GTTTTCAGGCGCCATGTCAG CATTAGCGCATCACAGTCGC NM_001220777.1
CXCL8 (IL8) CACCGGAAGGAACCATCTCA TGGCAAAACTGCACCTTCACA NM_000584.3
DDB2 CTCCAGCAGTCCTTTTTGCAC CAGGCTGCCCCTTTGATGA NM_001300734.1
FAS (CD95) GTGACCCTTGCACCAAATGT AGACAAAGCCACCCCAAGTT NM_152872
GAPDH ACGGATTTGGTCGTATTGGGCG CTCCTGGAAGATGGTGATGG NM_002046.5
MDM2 GGTGCTGTAACCACCTCACA TGCCCAAGAAGTCCTCTTTCA NM_006880
MDM4 GGTGCGCAAGGTGAAATGTT GAGAGGGCTTGGGTCTTTCA NM_001278516.1
RRM2B TGCTGTCGTAGTTGGAGGTG ATGATCTCTCATCCTGATCCAGC NM_015713
TNFRSF10B  GTCCACAAAGAATCAGGCATCA CCAGGTCGTTGTGAGCTTCT NM_147187.2
2.1.8. Puffer und Losungen
Puffer Molaritat Einwaage Chemikalien
Asparagin-Arginin-Lésung 1,39 Asparagin
5849 Arginin
24 Stunden rihren und Ad 11 Aqua dest.
steril filtrieren
Hypotonischer Pl-Lyse-Puffer 0,29 Tri-NaCitrat-2-Hydrat
10 mg Propidiumiodid
2ml Triton-X-100
ad 198 ml Aqua dest.
Lysepuffer H pH7,5 30 mM Tris/HCI
150 mM NaCl
1% (V/V) Triton-X-100
10% (v/v) Glycerin
ad 50 ml Aqua dest.
Lammli-Puffer 187 mM Tris HCI
5% (w/v) SDS
10% (v/v) Glycerol
150 mM DTT
0,03% (w/v) Bromphenolblau
SDS-Laufpuffer 209 SDS
609 Tris
288 ¢g Glycin
ad 21 Aqua dest.
Sammelgelpuffer pH 6,8 0,5M Tris/HCI
0,4% (w/v) SDS
TAE-Puffer (10x) 242 g Tris
57,1 ml Eisessig (100%)
100 ml EDTA (0,5 M)
Ad 1l Aqua dest.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_001012271.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_001130046.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_001220777.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_000584.3
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_001300734.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_152872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_006880
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_001278516.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_015713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=Nucleotide&cmd=Search&doptcmdl=GenBank&term=NM_147187.2
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TBS (10x) pH 7,6 48,4 g Tris Base
160 g NaCl
ad 2| Aqua dest
400 ml Methanol
Trenngelpuffer pH 8,8 1,5M Tris/HCI
0,4 % (w/v) SDS

2.1.9. Small Molecules und Inhibitoren

2.1.9.1. Zelltod-Aktivatoren

Tabelle 4: Zelltod-Aktivatoren und ihre molekulare Masse.

Substanz Molekulare Masse Nr.
LBPSO01 411,1 g/mol 1
LBPS03 475,96 g/mol 2
LBPS05 509,83 g/mol 3
AT406 561,71 g/mol

Birinapant 806,94 g/mol

GDC-0152 498,64 g/mol

Fiir die drei Ausgangssubstanzen sowie die Strukturderivate, konnte bereits eine Struktur-
Wirkungs-Beziehung in Jurkat-Zellen nachgewiesen werden (CAROSATI et al., 2015). In der
nachfolgenden Tabelle werden die gut wirksamen Strukturderivate mit ihren entsprechenden
Molekulargewichten und der entsprechenden Nummerierung aus der Veroffentlichung
aufgelistet. Als kommerziell erwerbliche Smac-Mimetika wurden die Substanzen AT406,
Birinapant und GCD-0152 verwendet (CAI1 et al., 2011; KREPLER et al., 2013;
ALLENSWORTH et al., 2013; FLYGARE et al., 2012), die von der Firma Selleckchem (San
Diego) bezogen wurden.

Tabelle 5: Strukturelle Derivate der Ausgangssubstanzen.
Strukturderivate der Ausgangssubstanzen

LBPSO01 LBPS03 LBPS05
Nr. M (g/mol) Nr. M (g/mol) Nr. M (g/mol)
LBPS38 12 394,14 LBPS43 18 459,97 LBPS56 29 509,83
LBPS39 11 393,14 LBPS44 21 489,99 LBPS57 27 4624

LBPS40 10 468,05 LBPS46 19 494,41 LBPS58 28 506,45
LBPS47 15 485,13
LBPS49 17 447,04

2.1.9.2. Apoptose- und Nekroptoseinhibitoren

Zur genauen Untersuchung der beteiligten Signalwege, die durch die Substanzen LBPS03 und
LBPSO05 induziert wurden, werden spezifische Inhibitoren verschiedener Zelltodsignalwege

verwendet. Das Peptid Z-VAD-FMK ist ein pan-selektiver Caspaseinhibitor und kann
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irreversibel an Caspasen binden und die Apoptose unterdriicken. Die beiden Small Molecules
Necrostatin-1 (Nec-1) und Necrosulfonamide (NSA) werden als Hemmer des Nekroptose-
signalweges eingesetzt. Necrostatin-1 ist in der Lage, RIP1 zu inhibieren, Necrosulfonamide
dagegen hemmt die Phosphorylierung von MLKL und verhindert ebenfalls die Aktivierung
des nekroptotischen Zelltods.

Tabelle 6: Verwendete molekulare Inhibitoren.

Inhibitoren Firma Molare Masse
Pan-Caspase-Inhibitor
Z-VAD-FNMK R&D Systems, Minneapolis 467,5 g/mol

Inhibitor der Apoptose
Necrosulfonamide
(NSA) Calbiochem

|
San Diego 461,5 g/mo
Inhibitor der Nekroptose
Necrostatin-1 (Nec-1) Calbiochem 256.3 /ol
San Diego ~9

Inhibitor der Nekroptose

2.1.10. Zelllinien

Die klarzellige Nierenzellkarzinom-Zelllinie ClearCa-2 und die nicht-tumordse Zelllinie
n.N.1860 wurden im Institut fiir Pathologie des Universititsklinikums Diisseldorf etabliert
und aus dem Gewebe von Patienten mit einem Nierenzellkarzinom isoliert. Die Zelllinie
ClearCa-2 wurde aus dem tumordsen Teil der Niere entfernt, wohingegen die Zelllinie
n.N.1860 aus gesundem Nierenepithelgewebe besteht. Die Linie n.N.1860 stellt das

»gesunde* Pendant zu der Zelllinie ClearCa-21 dar.

2.1.11. Software und Webtools

Software Webtools
e FlowJo e DAVID Bioinformatics Resources 6.7
e Citavi5 ¢ NCBI - National Center of Biotechnology
e AxioVision Microscope Software Information

e GraphPadPrism 5.0

e  Microsoft Excel, Word, Powerpoint
Vers. 2007/10

e LI-COR Image Studio 3.1
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2.2. Methoden
2.2.1. Zellbiologische Methoden
2.2.1.1. Kulturbedingungen

Die beiden verwendeten adhdrenten Zelllinien ClearCa-2 und n.N.1860 wurden in DMEM-
Medium (10% FCS) bei einer Temperatur von 37 °C und unter einer 5% CO,-Atmosphére in
95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Das Medium setzt sich zusammen aus 500 ml DMEM, 5 ml
Penicillin/Streptomycin/Glutamin und 5 ml L-Asparagin/L-Arginin-Losung. Das 2%-ige
FCS-Medium wurde zusétzlich mit 10 ml FCS versetzt, das 10%-ige FCS-Medium mit 50 ml
FCS. Zur Kultivierung wurden die Zellen der Linie ClearCa-2 entsprechend der Wachstums-
kinetik passagiert und in einer logarithmischen Wachstumsphase gehalten. Zu diesem Zweck
wurde das Medium entfernt und der Zellrasen mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden durch
eine Trypsin/EDTA-L6sung vom Flaschenboden abgelost. Um die Reaktion abzustoppen,
musste mindestens das gleiche Volumen Medium zu der Trypsin/EDTA-LOsung gegeben
werden. FCS-reiches Medium wurde in eine neue Kulturflasche vorgelegt und ein Teil der
Zellen in dieser kultiviert. Nach gleichem Prinzip wurden auch die Zellen der Linie n.N.1860
kultiviert. Durch ihre sehr langsame Wachstumsrate wurde zweimal pro Woche das Medium
entfernt, der Zellrasen mit PBS gewaschen und frisches Medium in die Kulturflasche

gegeben.

2.2.1.2. Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Bio-Rad CellCounter

Zur Bestimmung der Lebendzellzahl von ClearCa-2- und n.N.1860-Zellen wurden diese, wie
oben beschrieben, von dem Kulturflaschenboden abtrypsiniert und die Reaktion mit Medium
abgestoppt. Aus der Zellsuspension wurden 10 pl mit gleichem Volumen Tryphanblauldsung
(0,4%) versetzt und in die Vertiefung des Objekttrigers der Bio-Rad Cell Counter
Zellkammer pipettiert. Das Counter Slide wurde in den Cell Counter (Bio-Rad Laboratories,

Hercules) eingefiihrt und die Zellzahlbestimmung erfolgte automatisiert.

2.2.2. Induktion des Zelltodes

Zur Behandlung von ClearCa-2- und n.N.1860-Zellen wurden diese in einer definierten
Zelldichte, die sich sowohl an der Inkubationsdauer als auch an der Nachweismethode
orientierte, ausplattiert. Die Zellen wurden in 10%-reichem FCS-Medium ausgesit und iiber

24 Stunden im Brutschrank bei 37°C, in einer 5%-igen CO,-Atmosphire und bei 95%
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Luftfeuchtigkeit kultiviert. Zum Beginn der Behandlung wurde das Medium von dem
Zellrasen entfernt und die Substanzen in ihrer finalen Konzentration in 2% FCS-reduziertem
Medium auf den Zellrasen pipettiert. Die Inkubationsdauer variierte zwischen 6 bis 96
Stunden. Fiir Untersuchungen der Wirksamkeit der Substanzen auf das Zellproliferations-
verhalten der ClearCa-2-Zellen wurde die Substanz nach einer bestimmten Behandlungsdauer
entfernt, der Zellrasen mit 100 ul PBS gewaschen und die Zellen erneut in 10%-igem FCS-

Medium kultiviert.

8 Alternative:

Antiproliferative 3 Sekundére
Effekte Stimulation mit

\_ Todesliganden

7~

.

J

Verstarkende
LEPSO3&LEBPS05 | = Effekte curch
Todesliganden?

\, J
' Y
Verénderung des

/ mitochondrialen
\.

Membranpotentials
Regulation auf Aktivierung der Anstieg

G 3 r .
Transkriptionsebene Caspasen apoptotischer Zellen Einfluss auf pro-und

\ antiapoptotische

l l \ Proteine
\. v

N ' ™
Uberpriifen der Verwendungvon Sp(::a;téjnagS\:n likibisriiniavan
Daten durch Real- Nekroptose- = eziﬁschen — Eas asin
Time PCR-Analysen inhibitoren P P
Substraten \ y
Nekroptose Apoptose

ﬁ Allgemeine Untersuchungen
=—=p  Nichtnachweisbar

m——ly  Nachweishar

Abbildung 7: Arbeitsablauf zur Identifikation der Signalwege, die durch LBPS03 und LBPSO05 aktiviert
werden. Nachdem flir die beiden Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPSO05 antiproliferative Effekte
nachgewiesen werden konnten, wurden funktionelle Analysen durchgefuhrt, um die beeinflussten Signalwege
zu identifizieren. Unter Berlcksichtigung dieser Ergebnisse, ob ein Ereignis nachweisbar (griine Pfeil)
beziehungsweise nicht nachweisbar (roter Pfeil) war, wurden weitere Untersuchungen durchgefihrt.
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2.2.3. Quantifizierung des Zelltodes

2.2.3.1.  Proliferationsassay durch Bestimmung der Lebendzellzahl mittels
DRAQ5°

DRAQS® ist ein Zell-permeabler DNA-interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, der zum Firben
von lebenden Zellen verwendet werden kann. Zur Bestimmung der Lebendzellzahl mittels
DRAQ5® wurden Zellen der Linie ClearCa-2 und n.N.1860 in definierten Zelldichten
entsprechend der Inkubationsdauer in einer 96-Well-Platte ausplattiert und iiber 24 Stunden in
10% FCS-reichem Medium im Brutschrank kultiviert. Im Folgenden wurden die Zellen iiber
24 Stunden bis 96 Stunden mit potentiellen Zelltod-induzierenden Substanzen in 2% FCS-
reduziertem Medium behandelt. Zum Férben der Zellen wurde zunédchst das Medium entfernt
und der Zellrasen mit 100 ul PBS gewaschen. Das PBS wurde sofort verworfen und die
Zellen mit 50 pl des DRAQ® Farbstoffes (10 uM) gefirbt. Nach einer Inkubationsdauer von
20 Minuten im Dunklen konnte das Férbereagenz entfernt werden. Die Visualisierung der
gefirbten Zellen erfolgte mit Hilfe des LI-COR Odyssey Reader. Zur Quantifizierung der
Fluoreszenzintensitdt wurde iiber das generierte Bild ein 96-Well-Gitter gelegt, das die
Fluoreszenzintensitit jedes einzelnen Wells ermittelt. Aus den Replikaten eines Versuches
wurde der Mittelwert bestimmt. Jeder Versuch wurde mit sechs Replikaten pro 96-Well-Platte
durchgefiihrt. Von diesen Mittelwerten wurde die Eigenfluoreszenz der Wellplatte abgezogen

und die Mittelwerte der behandelten Zellen auf die der Kontrolle bezogen.

2.2.4. Durchflusszytometrische Analysen
2.2.4.1. Intrazelluldres Caspase-Aktivitiatsassay

Die Aktivierung von Caspasen spielt in der Apoptose eine entscheidende Rolle. Die Caspase
Staining Kits von PromoKine wurden verwendet, um in lebenden Zellen aktivierte Caspasen
nachzuweisen. Das System verwendet spezifische Caspasesubstrate, die zum einen Zell-
permeabel, nicht toxisch, hochst sensitiv und irreversibel an aktivierte Caspasen binden
konnen. Die Caspaseinhibitoren sind entweder an den Fluoreszenzfarbstoff FITC oder an
Sulfo-Rhodamine gekoppelt. Aktivierte Caspasen spalten das Substrat, sodass der
Fluoreszenzfarbstoff frei wird und bei einer entsprechenden Wellenldnge mittels
durchflusszytometrischer Analyse im FL-1 (FITC) oder FL-2 (Sulfo-Rhodamin) detektiert

werden kann.
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Caspasen Caspase-Inhibitor
Caspase-2 VDVAD-FMK
Caspase-3 DEVD-FMK
Caspase-8 IETD-FMK
Caspase-9 LEHD-FMK

Zur Bestimmung der Caspase-aktivierenden Effekte der neuartigen Zelltod-aktivierenden
Substanzen wurden Zellen der Linie ClearCa-2 in einer Zelldichte von 3.000 Zellen/cm? bis
4.500 Zellen/cm? in einer 6-Well-Platte ausgesit. Nach einer Inkubationsdauer von
24 Stunden im Brutschrank wurde das Medium entfernt und die Zellen mit definierten
Substanzkonzentrationen in 2% FCS-reduziertem Medium behandelt. Nach einer
Behandlungsdauer von 48 bis 72 Stunden wurde das Medium von dem Zellrasen entfernt und
in ein 15 ml Zentrifugenrohrchen itiberfiihrt. Der Zellrasen wurde mit 1 ml PBS gewaschen
und das PBS ebenfalls im Zentrifugenrohrchen gesammelt. Die Zellen wurden durch 500 pl
einer Trypsin/EDTA-Losung vom Wellboden abgeldst. Abgestoppt wurde die Reaktion durch
die Zugabe von 500 pl FCS-reichen Mediums. Die abgeldsten Zellen wurden in das
Zentrifugenrohrchen tiberfiihrt und bei 300 g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Der Uberstand wurde verworfen und das Pellet in 120 ul 10% FCS-reiches Medium, versetzt

mit Caspaseinhibitoren, resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefaf tiberfiihrt.

Substanz Pro Probe
Medium (10% FCS) 120 pl
FITC-Caspaseinhibitor 0,4 ul
Sulfo-Rhodamine-

Caspaseinhibitor 0,4 ul

Die Zellen wurden zusammen mit dem Caspaseinhibitor mit gedffnetem Deckel fiir
45 Minuten im Brutschrank inkubiert. Nach abgeschlossener Inkubationsdauer wurden die
Zellen bei 100 g fiir 3 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet mit 500 ul Wash Buffer gewaschen. Erneut wurde bei 100 g fiir
3 Minuten zentrifugiert und der Waschschritt ein zweites Mal wiederholt. Nach dem zweiten
Waschschritt wurde das Zellpellet in 1 ml Wash Buffer aufgenommen und bis zur durchfluss-
zytometrischen Analyse im Eisbad gehalten. Die Bestimmung der Aktivierung von Caspasen

in lebenden Zellen wurde am Durchflusszytometer durchgefiihrt.

2.2.4.2. Mitochondriale Membranpotentialanderung

Durch die Aktivierung des intrinsischen Signalweges der Apoptose wird das mitochondriale
Transmembranpotential ~verdandert und kann iiber Fluoreszenzmikroskopie sowie

durchflusszytometrische Analysen visualisiert beziehungsweise quantifiziert werden. Der
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Fluoreszenzfarbstoff MitoCapture der Firma PromoKine besitzt die Eigenschaft, in gesunden
Zellen im Zytoplasma griin zu fluoreszieren sowie in gesunden Mitochondrien ein leuchtend
rotes Fluoreszenzsignal zu emittieren. Durch die Verdnderung des Membranpotentials der
Mitochondrien infolge eines Apoptosestimulus wird dieses gestort, sodass sich der Farbstoff
MitoCapture nicht mehr in den Mitochondrien akkumulieren kann und nur noch als leuchtend
griiner Farbstoff im Zytoplasma der Zellen zu detektieren ist.

Fiir die durchflusszytometrischen Untersuchungen wurden die Zellen in einer Dichte von
3.000 Zellen/cm® iiber 24 Stunden in einer 6-Well Platte in 10%-FCS-reichem Medium
inkubiert und im Folgenden mit LBPS03 oder LBPSOS in einer Konzentration von 10 uM in
2%-FCS reduziertem Medium iiber 72 Stunden behandelt. Der Uberstand sowie die
trypsinierten Zellen wurden in einem 15 ml Zentrifugenrohrchen gesammelt und bei 500 g fiir
5 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 1 ml
vorgewdarmtem Inkubationbuffer, versetzt mit 1 pul MitoCapture, aufgenommen und fiir
20 Minuten im Brutschrank mit gedffnetem Deckel inkubiert. AnschlieBend wurden die
Zellen bei 500 g erneut fiir 5 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das Pellet in
1 ml vorgewidrmtem Inkubationspuffer resuspendiert. Die durchflusszytometrische Analyse

erfolgte im FL-1 sowie im FL-2 Kanal des Durchflusszytometers.

2.2.4.3. Propidium-lodid-Farbung

Charakteristisch fiir apoptotische Zellen ist die Fragmentierung der DNA. Durch eine
Propidium-lodid-Firbung nach RICCARDI UND NICOLETTI (2006) kann der DNA-Gehalt einer
Zelle mit Hilfe von durchflusszytometrischer Analyse bestimmt werden. Zellen, die der
Apoptose unterliegen, sind durch eine degradierte DNA gekennzeichnet und weisen einen
erhohten Anteil an fragmentierter DNA in der Sub-Gl-Phase auf. Diese Phase tritt im
Histogramm von durchflusszytometrischen Analysen links neben der G1-Phase, die einen
einfachen DNA-Gehalt widerspiegelt, auf. Rechts neben der G1-Phase folgen die S-Phase, die
zur Replikation der DNA dient, sowie die G2-Phase, in der die Zellen auf die Mitose
vorbereitet werden. Zur Detektierung wurde ein Phosphat-Zitrat-Puffer verwendet, der mit
Propidium-Iodid einen quantitativen DNA-bindenden Farbstoff beinhaltet. Apoptotische
Zellen, die einen Verlust ihres DNA-Gehaltes aufwiesen, zeigten eine verminderte Aufnahme
des Farbstoffes und erschienen links neben dem Gl1-Peak im Histogramm (RICCARDI &

NICOLETTI, 2006).
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Zur Bestimmung apoptotischer Zellen mittels PI-Firbung wurden 3.000 Zellen/cm® bis
4.500 Zellen/cm? in einer 12-Well-Platte fiir 24 Stunden in 10% FCS-Medium inkubiert. Zu
Beginn der Behandlung wurde das Medium entfernt und die Zellen mit 2% FCS-armem
Medium, versetzt mit Zelltod-Induktoren beziehungsweise Signalweg-Inhibitoren, iiber einen
Zeitraum von 48 bis 72 Stunden behandelt. Nach beendeter Behandlungsdauer wurde das
Medium in ein 2 ml Eppendorf-Reaktionsgefal iiberfiihrt und der Zellrasen mit 300 ul PBS
gewaschen. Das PBS wurde ebenfalls kollektiert und die Zellen mit 300 pl einer
Trypsin/EDTA-Losung abgelost. Abgestoppt wurde dieser Vorgang durch die Zugabe von
300 ul Medium (10% FCS). Die Zellsuspension wurde ebenfalls in das 2 ml Eppendorf-
Reaktionsgefdl iiberfiihrt und bei 400 g fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der
Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet in 200 pl hypotonischem Propidiumiodid-
Lysepuffer resuspendiert. Im Anschluss an eine 10-miniitige Inkubationsdauer im Dunkeln
bei Raumtemperatur wurde die Zellsuspension mit 800 ul Aqua dest. aufgefiillt und der DNA-
Gehalt iiber durchflusszytometrische Analyse im FL2- oder FLL3-Kanal bestimmt.

2.2.5. Fluoreszenzmikroskopische Analysen
2.2.5.1. Veranderung des mitochondrialen Membranpotentials

Neben der Moglichkeit, die Veridnderung des mitochondrialen Membranpotentials {iiber
durchflusszytometrische Analyse zu bestimmen, wie in 2.2.4.2. beschrieben, kann die
Anderung des Membranpotentials auch iiber Fluoreszenzmikroskopie visualisiert werden.

Die Zellen wurden in einer Zelldichte von 6.000 Zellen/cm” in einer mit einem Deckglédschen
ausgelegten 6-Well-Platte ausplattiert und iiber 24 Stunden in 10% FCS-reichem Medium
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen in LBPS03 und LBPSOS5 bei einer Substanz-
konzentration von 10 uM iiber 48 Stunden behandelt. Nach erfolgreicher Behandlungsdauer
wurde der Uberstand verworfen und der Zellrasen mit 200 ul des vorgewirmten
Inkubationpuffers, versetzt mit 0,2 ul MitoCapture-Reagenz, fiir 20 Minuten im Brutschrank
bei 37 °C inkubiert. AnschlieBend wurde das Reagenz verworfen und die Zellen mit 500 pl
vorgewdarmtem Inkubationspuffer gewaschen. Auf einem Objekttriger wurde ein Tropfen
eines DAPI-haltigen Eindeckelmediums verwendet und das Deckglas mit der Seite der Zellen
auf dieses gelegt. Die Visualisierung der Firbung erfolgte mit Hilfe des Fluoreszenz-
mikroskops. Mit Hilfe der Mikroskop-Software AxioVision konnten die Bilder generiert

werden.
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2.2.5.2. Annexin-V/PE-Farbung

Apoptotische Zellen konnen leicht durch eine Annexin-V-Firbung nachgewiesen werden.
Annexin V ist ein Calcium-abhingiges Phospholipidprotein, welches mit einer sehr hohen
Affinitdt an Phosphatidylserine binden kann. Phosphatidylserine werden in Folge eines
Apoptosestimulus von der Innenseite der Zelloberfliche nach auBlen verlagert, die von
Phagozyten erkannt werden und apoptotische Zellen eliminieren. Mit Hilfe des
Apoptosis/Necrosis/Healthy Cells Staining Kit von PromoKine kann die Externalisierung von
Phosphatidylserinen sichtbar gemacht werden, indem das FITC-gekoppelte Annexin V an
Phosphatidylserine bindet und ein leuchtend griines Signal an der Membran der apoptotischen
Zellen (Agps/Aem= 492/514 nm) emittiert. In nekrotischen Zellen dagegen besteht eine zellulédre
Instabilitédt, in der sowohl die Integritit der Plasmamembran sowie der Organellen gestort
beziehungsweise vollstindig aufgehoben ist. In toten oder nekrotischen Zellen, nicht aber in
gesunden oder apoptotischen Zellen, kann Ethidium-Homodimer III (EthD-III) eindringen, in
der DNA interkalieren und ein starkes rotes Fluoreszenzsignal induzieren, welches bei einer
Wellenldnge von Agps/Aem = 528/617 nm gemessen werden kann. Hoechst 33342 wird als
membranpermeabler Farbstoff eingesetzt, der die DNA der gesamten Zellpopulation blau
farbt. Hoechst bindet an doppelstringige DNA-Molekiile und fluoresziert bei einer
Wellenldnge von Aups/Aey = 350/461 nm. Fiir die Annexin-V-Firbung wurden Zellen in einer
Dichte von 6.000 Zellen/cm” ausplattiert und in 10% FCS-reichem Medium iiber 24 Stunden
bei 37 °C kultiviert. AnschlieBend wurden die Zellen mit LBPS03 oder LBPSOS in einer
Konzentration von 10 uM bei 37 °C in FCS-reduziertem Medium inkubiert. Nach einer
Behandlungsdauer von 72 Stunden wurde der Uberstand entfernt und der Zellrasen mit 500 pl
Binding-Buffer (1x) gewaschen. Der Waschschritt wurde ein weiteres Mal wiederholt und die
Zellen mit 200 pl eines Annexin-FITC/EthD-III/Hoechst-Mix iiber 20 Minuten bei

Raumtemperatur im Dunklen inkubiert.

Substanz Pro Probe
Binding Buffer (1x) 200 pl
FITC-Annexin 20 pl
Ethidium Homodimer 11| 10 pl
(EthD-III)

Hoechst33342 10 pl

Die Firbelosung wurde verworfen und die Zellen weitere zwei Mal mit 500 ul des Binding
Buffers (1x) gewaschen. Auf einen Objekttriger wurde ein Tropfen des ProLong® Gold
antifade Reagenz pipettiert und das Deckgldschen mit dem Zellrasen nach unten aufgelegt.
Die Auswertung der Fluoreszenzfiarbung erfolgte ebenfalls am Fluoreszenzmikroskop. Die

Bilder wurden mit der AxioVision-Software generiert.
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2.2.6. Western-Blot-Analysen
2.2.6.1. Herstellung von Gesamtzellextrakten

Fiir die Proteingewinnung aus Gesamtzellextrakten wurden Zellen in einer Dichte von
4.500 Zellen/cm? fiir eine Behandlungsdauer von 48 Stunden ausplattiert und fiir eine
Inkubation von 24 Stunden wurden Zellen in einer Dichte von 6.000 Zellen/cm? in einer T25-
Kulturflasche (25 cm?) ausgesit. Zunichst wurden die Zellen iiber 24 Stunden im Brutschrank
unter normalen Kultivierungsbedingungen inkubiert, bevor die Behandlung mit den Zelltod-
Aktivatoren erfolgte. Das Medium wurde vollstindig aus der Zellkulturflasche entfernt, der
Zellrasen mit dem Zelltod-Induktoren-versetzten Medium (2% FCS) bedeckt und im
Brutschrank fiir weitere 24 bis 48 Stunden inkubiert. Nach Beendigung der Behandlungsdauer
wurde das Medium in einem 15-ml-Zentrifugenrohrchen gesammelt und der Zellrasen mit
1 ml PBS gewaschen. Das PBS wurde ebenfalls im Zentrifugenrohrchen gesammelt und die
Zellen mit 1 ml einer Trypsin/EDTA-Losung vom Kulturflaschenboden abgeldst. Diese
Reaktion wurde mit 1 ml Medium (10%) abgestoppt und die Zellen ins Zentrifugenréhrchen
iberfithrt. Die Zellsuspension wurde 5 Minuten bei 400 g bei 4 °C zentrifugiert und der
Uberstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 1 ml PBS resuspendiert und die Zellen in ein
1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefall iiberfiihrt. Erneut folgte ein Zentrifugierungsschritt, bei
dem die Zellen fiir 5 Minuten bei 4 °C und 400 g zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde
verworfen und der Waschschritt ein weiteres Mal wiederholt. Das PBS wurde vollstidndig
entfernt und das Zellpellet in 25 pul Lysepuffer H resuspendiert. Fiir eine Inkubationsdauer
von 20 Minuten wurde das Zellpellet, versetzt mit Lysepuffer, im Eisbad inkubiert und
gelegentlich gevortext, sodass die Zellmembran permeabilisierte. AnschlieBend wurde bei
einer Temperatur von 4 °C bei 14.000 g fiir 20 Minuten zentrifugiert und der Uberstand
(Gesamtproteinlysat) in ein frisches 1,5-ml-Eppendorf-Reaktionsgefil} tiberfiihrt.

2.2.6.2. Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte nach BRADFORD (1976). Bei diesem
Proteinnachweisverfahren bindet der Saurefarbstoff Coomassie-Brilliant-Blau G 250 an
kationische und unpolare, hydrophobe Seitenketten von Proteinen und verursacht eine
deutliche Blaufidrbung. Diese Verschiebung im Absorptionsspektrum ist im Bereich zwischen
365 nm und 595 nm zu messen. Das Lambert-Beersche-Gesetz wurde zur Absorptions-
messung angewendet. Als Referenzdaten wurde eine Standardkurve aus BSA (1ug/ul)

verwendet. Fiir diese Eichkurve wurde 1 pl bis 10 pul der BSA-Stocklosung in 1 ml des
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Bradfordreagenz eingesetzt und die Extinktion bei 595 nm gemessen. Zur Bestimmung der
Proteinkonzentration der Proben wurde 1 pl des Gesamtproteinlysats in 1 ml Bradfordreagenz
pipettiert und die Absorption ermittelt. Der gemessene Wert konnte in die Standardkurve
eingesetzt werden, sodass die Proteinkonzentration der Probe berechnet werden konnte. Zur
Vorbereitung fiir das SDS-Polyacrylamidgel wurden die Proben mit einer Proteinmenge von
20 pg bis 70 pg des Gesamtproteinlysats vorgelegt, mit Limmli-Puffer (5x) versetzt und mit

destilliertem Wasser aufgefiillt. Die Proben wurden fiir 5 Minuten bei 95 °C denaturiert.

2.2.6.3. SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-Page)

Auf ein 8- bis 15%-iges SDS-Polyacrylamidgel wurden 20 pg bis 70 ug Gesamtproteinlysat,
in einem Volumen zwischen 20 pl und 25 pl, aufgetragen. Zum Auftrennen der Proteine nach
ihrem molekularen Gewicht wurde das Gelelektrophoresesystem ,,Mini—PROTEAN® Tetra
Vertical Electrophoresis Cell* von Bio-Rad verwendet. Als GroBenstandard wurden 4 pl des
»Page Ruler Plus Prestained Protein Ladder* von Thermo Scientific auf das Gel aufgetragen.
Im SDS-Laufpuffer wurden die Proteine bei einem konstanten Widerstand von 30 mA

aufgetrennt.

2.2.6.4. Transfer

Zum Transfer der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran wurden zwei unterschiedliche
Methoden verwendet, die beide zu den gleichen Resultaten fiihrten. Zum einen wurde das
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System fiir das Semi-Dry-Verfahren angewandt, zum anderen
wurde die Mini—PROTEAN®—Tetra—Vertical—Electrophoresis—Kammer fir das Tank-Blot-
Verfahren eingesetzt. Fiir beide Methoden musste die SDS-Page fiir eine Viertelstunde im
Transferpuffer dquilibriert werden. Die Membran wurde ebenfalls fiir 5 Minuten im

Transferpuffer inkubiert.

Semi-Dry-Blot-Verfahren

Der Semi-Dry-Blot ist eine Methode, bei der das SDS-Acrylamidgel zwischen zwei
Elektroden auf eine Nitrozellulosemembran transferiert wird. Der Semi-Dry-Blot hat den
Vorteil, dass der Transfer gleichmifBig tiber das gesamte Gel verlduft und nur eine geringe
Menge Pufferlosung eingesetzt werden muss. Fiir das Semi-Dry-Blot-Verfahren wurde das
Trans-Blot® Turbo™ Transfer System von Bio-Rad verwendet. Die Anode sowie die Kathode

wurden mit Transferpuffer befeuchtet und fiinf Whatman-Papiere wurden auf die Anodenseite
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platziert. Auf die Whatman-Filterpapiere der Anode wurde die Nitrozellulosemembran gelegt
und anschlieBend das SDS-Acrylamidgel positioniert. Den Abschluss bildeten wieder fiinf
Whatman-Filterpapiere. Mit der Kathode, welche als Deckel den Abschluss des Systems
bildete, wurde die Kassette verschlossen. Die Kassette wurde in die Vorrichtung des Trans-
Blot® Turbo™ Transfer Systems eingefiihrt. Der Transfer der Proteine von der SDS-Page auf
die Nitrozellulosemembran erfolgte innerhalb von 40 Minuten bei einem Widerstand von

0,5 A und einer elektrischen Spannung von 25 V.

Tank-Blot-Verfahren

Die Tank-Blot-Methode benétigt im Gegensatz zum Semi-Dry-Blotting eine grofle Menge
Puffer. Eine Art Sandwich-Vorrichtung ermdglicht den vertikalen Transfer der Proteine von
einer SDS-PAGE auf eine Nitrozellulosemembran. In der Sandwich-Vorrichtung der
Bio-Rad-Elektrophoresekammer fiir das Tank-Blot-Verfahren wurde zunéchst auf einer Seite
ein befeuchtetes Schwiammchen platziert, gefolgt von zwei Whatman-Filterpapieren. Auf die
Filterpapiere folgten die Nitrozellulosemembran und die SDS-Page. Zwei angefeuchtete
Filterpapiere wurden auf das Polyacrylamidgel gelegt. Zum Abschluss wurde ein zweites
befeuchtetes Schwdmmchen aufgelegt und das Sandwich vorsichtig verschlossen. Dieses
Sandwich wurde in die Tank-Blot-Vorrichtung der Bio-Rad-Elektrophoresekammer
eingefiihrt und die Kammer bis zum Rand mit Transferpuffer aufgefiillt. Bei einer konstanten
elektrischen Spannung von 90 Volt wurden die Proteine iiber 90 Minuten auf die

Nitrozellulosemembran transferiert.

Nach Beendigung beider Transferverfahren wurde die Membran aus den jeweiligen
Vorrichtungen entfernt und 5 Minuten mit TBS gewaschen. Zum Nachweis des erfolgreichen
Transfers wurden die Membranen fiinf Minuten mit Ponceau S gefdrbt. Ponceau S ist ein
roter, reversibel bindender Azofarbstoff, mit dem positiv geladene Aminogruppen der
Proteine auf der Nitrozellulosemembran interagieren konnen. Durch Waschen mit TBS

konnte die Fiarbung wieder riickgéngig gemacht werden.

2.2.6.5. Quantitative Western-Blot-Analyse

Mit den Infrarot-fluoreszierenden Sekundédrantikorpern der Firma LI-COR konnen
Proteinbanden auf der Nitrozellulosemembran mittels Infrarot-Imager detektiert werden. Die
Visualisierung erfolgt am LI-COR Odyssey Imager. Die Sekundirantikdrper sind sehr

sensitiv und ihre Infrarot-Fluoreszenzsignale stehen im Verhiltnis zu der Menge der
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Antigene, die auf der Membran gebunden sind. Um unspezifische Bindungen des
Primérantikorpers zu verhindern, musste die Membran zunidchst eine Stunde bei
Raumtemperatur auf einem Schwenkschiittler mit einer Blockinglosung inkubiert werden.
AnschlieBend folgte ein 5-miniitiger Waschschritt mit TBS, um Milchpulverreste von der
Membran zu entfernen. Uber Nacht wurde die Membran bei 4 °C auf einem Schwenkschiittler
mit dem Primérantikorper in 4 ml Blockingpuffer inkubiert. Nach der abgeschlossenen
Inkubationsdauer wurde die Membran drei Mal mit 10 ml TBS fiir 5 Minuten gewaschen.
Es folgte die Inkubation mit dem Sekundérantikorper fiir eine Stunde bei Raumtemperatur.
AnschlieBend wurde die Membran erneut dreimal fiir 5 Minuten mit 10 ml TBS gewaschen.
Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte mit Hilfe des LI-COR Odyssey Readers. Zur
Quantifizierung der Banden wurde das Programm LI-COR Image Studio verwendet. Die
Proteinexpression wurde in allen Versuchen relativ zu einer Ladungskontrolle (GAPDH oder
a-Tubulin) ausgewertet und bezieht sich auf die Proteinexpression der kontrollbehandelten

Zelle.

2.2.7. Proteome Profiler™ Antibody Array

Fir das Human Ubiquitin Array sowie das Apoptosis Antibody Array Kit der Firma R&D
Systems wurden Zellen der Linie ClearCa-2 in einer Zelldichte von 4.500 Zellen/cm? in einer
T175-Zellkulturflasche, in 10% FCS-reichem Medium, ausplattiert und iiber 24 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Fiir das Human Ubiquitin Array wurden die Zellen mit LBPS03 und
LBPSO5 in einer Konzentration von 30 uM behandelt, da degradierende Effekte auf
ausgewdhlte Proteine erst in hoheren Konzentrationen nachweisbar waren. Fiir das Apoptosis
Antibody Array Kit dagegen wurde eine Konzentration von 10 uM gewihlt, da auf
funktioneller Ebene bereits eine Konzentration von 10 uM die Caspasen aktivierte. Als
Losungsmittelkontrolle wurde 0,1% DMSO verwendet. Nach der Behandlungsdauer von
48 Stunden wurden die Zellen geerntet. Das Medium wurde in ein 50 ml-Zentrifugenréhrchen
iiberfiihrt, der Zellrasen mit 10 ml PBS gewaschen und die Zellen mit 5 ml einer
Trypsin/EDTA-Losung vom Zellkulturflaschenboden abgeldst. Diese Reaktion wurde mit der
Zugabe von 5 ml Medium abgestoppt und die Zellen in das Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt.
Die Zellen wurden bei 400 g fiir 5 Minuten bei 4 °C pelletiert, in 1 ml PBS aufgenommen und
in ein 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefil iiberfiihrt. Erneut wurden die Zellen bei 400 g fiir
5 Minuten bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Dieser Waschschritt wurde ein
weiteres Mal wiederholt. Das Zellpellet wurde in 150 pl Lysisbuffer 6 resuspendiert, fiir
30 Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend fiir 5 Minuten bei 14.000 g bei 4 °C
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zentrifugiert. Der Uberstand, in dem sich die Proteine befanden, wurde in ein frisches Eppen-
dorf-Reaktionsgefil tiberfiihrt und die Proteinkonzentration mit Hilfe von Bradford bestimmt.
Fiir das Proteome Profiler Antibody Array wurden 250 ug Protein mit Array Buffer 1 in ein
Gesamtvolumen von 1,5 ml verdiinnt. Um unspezifische Bindungen zu verhindern, musste die
Membran zunédchst mit 2 ml Array Buffer 1 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert
werden. Der Array Buffer 1 wurde vollstindig von der Membran entfernt und die Membran
iiber Nacht bei 4 °C auf einem Schwenkschiittler mit der verdiinnten Proteinprobe inkubiert.
Die Membran wurde nach der Uber-Nacht-Inkubation aus dem Wells entfernt, in separate
Schilchen platziert und drei Mal fiir 10 Minuten mit dem Wash Buffer (1x) gewaschen. Fiir
jedes Array wurden 15 pl des Detection Antibodys in 1,5 ml Array Buffer 2 vorgelegt und die
Membran eine Stunde bei Raumtemperatur auf einem Schwenkschiittler inkubiert.
Anschlieend wurde die Membran wieder in separate Waschbehiltnisse iiberfiihrt und erneut
drei Mal fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur gewaschen. Die Membran wurde mit dem
Sekundirantikorper Goat-Anti-Streptavidin 800CW, in einer Verdiinnung von 1:5.000, in
Array Buffer 2 fiir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die
Membran drei Mal 10 Minuten mit Wash Buffer (1x) gewaschen und bei einer Intensitit von
8,0 am LI-COR Odyssey Reader gescannt. Die Auswertung erfolgte mit Hilfe der Software
Image Studio, indem zunéchst der Mittelwert aus den beiden Duplikaten eines Antikorpers
bestimmt wurde. Die Quantifizierung erfolgte durch die Bestimmung eines Quotienten, indem
der Mittelwert des Zielproteins durch den Mittelwert des Referenzproteins dividiert wurde.
Anschlieend wurde die relative Proteinexpression berechnet, indem die Ratio zwischen

behandelter und unbehandelter Probe ermittelt wurde.

2.2.8. Molekularbiologische Methoden
2.2.8.1. Isolierung von Gesamt-RNA

Das RNeasy Mini Kit von Qiagen wurde zur Isolierung von Gesamt-RNA aus ClearCa-2-
Zellen verwendet. Unter stark denaturierenden Bedingungen wurde die Probe lysiert und
homogenisiert. Im weiteren Verlauf wurde die Gesamt-RNA verwendet, um ein Affymetrix
»Whole-Transcript Expression Profiling durchzufiihren sowie die Ergebnisse der
Affymetrix-Analyse tiber Real-Time PCR zu verifizieren. Dabei sollten die Expressionslevel
von ClearCa-2-Zellen im behandelten und unbehandelten Zustand verglichen werden.

Zur Isolierung von Gesamt-RNA wurden 6.000 Zellen/cm? in einer T75-Zellkulturflasche in

10% FCS-reichem Medium ausplattiert und iiber 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Die
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Behandlung der Zellen erfolgte mit LBPS03 und LBPSO05 in einer Konzentration von 10 uM
sowie einer Losungsmittelkontrolle (0,1% DMSO). Nach einer Behandlungsdauer von
24 Stunden wurden die Zellen geerntet. Das Medium wurde in einem 50 ml-Zentrifugen-
rohrchen gesammelt und der Zellrasen mit 5 ml PBS gewaschen. Mit 2 ml einer Trypsin-
EDTA-Losung wurden die Zellen vom Zellkulturflaschenboden abgelost. Diese Reaktion
wurde durch die Zugabe von 3 ml Medium (10% FCS) gestoppt und die Zellen ebenfalls in
das Zentrifugenrohrchen iiberfiihrt. Die Zellen wurden bei einer Geschwindigkeit von 300 g
bei Raumtemperatur fiir 5 Minuten pelletiert und das Zellpellet in 5 ml PBS aufgenommen.
Eine Zellzahlbestimmung ist notwendig, um die Zellen in einer entsprechenden Menge RLT-
Puffer zu resuspendieren.

Bei einer Zellzahl unterhalb von 1x10 Zellen wurde das Pellet in 350 ul RLT-Puffer (mit 1%
B-Mercapthoethanol) aufgenommen und gevortext. Die Homogenisierung des Lysats erfolgte
mit Hilfe der QIAshredder spin column. Die Siule des QIAshredders wurde in eine
Kollektionstube eingesetzt und das Lysat auf die S&ule pipettiert. Bei maximaler
Geschwindigkeit wurde das Lysat fiir 2 Minuten zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit
350 ul Ethanol (70%) versetzt und durch Pipettieren gut vermischt. Das vollstindige
Probenvolumen wurde in eine RNeasy Mini Speed Column iiberfiihrt und fiir 15 Sekunden
bei 8.000 g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde verworfen und die Sédule mit 350 ul RW1-
Puffer gewaschen. Erneut wurde bei 8.000 g fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Um eine
Kontamination mit DNA zu entfernen, wurde ein DNase-Verdau durch das RNase-free
DNase Kit (Qiagen) auf der Sdule durchgefiihrt. Die lyophylisierte DNasel wurde zunéchst in
550 ul RNase-freiem Wasser aufgenommen. Je Probe wurde ein Mix von 70 ul RDD-Puffer
versetzt mit 10 pul der DNAsel-Losung vorbereitet und auf die Membran der Séule pipettiert.
Nach einer Inkubationsdauer von 15 Minuten bei Raumtemperatur wurden 350 pl des RW1-
Puffers auf die Séaule gegeben und bei 8.000 g fiir 15 Sekunden zentrifugiert. Der Durchfluss
wurde verworfen und 500 ul RPE-Puffer auf die Sidule pipettiert. Es folgte ein weiterer
Zentrifugierungsschritt von 15 Sekunden bei 8.000 g. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres
Mal wiederholt und die Sdule diesmal fiir eine Minute zentrifugiert. Um Ethanolreste von der
Membran zu entfernen, wurde die Sdule in eine frische Collection Tube iiberfiihrt und bei
hochster Geschwindigkeit fiir eine Minute trocken zentrifugiert. Die Sidule wurde in ein
steriles 1,5 ml-Eppendorf-Reaktionsgefal} iiberfithrt. Um die RNA zu eluieren, wurden 30 pl
RNAse-freies Wasser auf die Membran pipettiert und bei 8.000 g eine Minute zentrifugiert.

Die Ausbeute der RNA-Menge wurde am Photometer bestimmit.
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2.2.8.2. Qualitatskontrolle der RNA

Die RNA-Konzentration der Proben wurde zunichst photometrisch mit Hilfe des Eppendorf
Photometer pCuvette G1.0 von Eppendorf bestimmt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte
bei einer Wellenldnge von 260 nm (RNA) und 280 nm (Proteine). Bei 260 nm ist die optische
Dichte der Nukleinsiduren ein Mal fiir die Konzentration. Der Quotient des OD0/OD,go-Wert
der gemessenen Probe sollte zwischen 1,8 und 2,0 liegen. Zur Qualitdtskontrolle der RNA
wurde ein denaturierendes RNA-Gel vorbereitet, um die Integritit intakter RNA durch den
Nachweis von 18S und 28S rRNA nachzuweisen. Zur Qualitdtskontrolle wurde ein 1,5%
Agarosegel in TAE-Puffer vorbereitet. Hierfiir wurde zunéchst die Agarose in der Mikrowelle
aufgekocht. Nachdem die Agarose abgekiihlt war, wurden 4 pul Peq-Green auf 50 ml Agarose
gegeben und das Gel in die GelgieBvorrichtung gegossen. Zwei Mikrogramm RNA der
Proben wurden mit RNA-Ladepuffer (2x) versetzt und fiir 10 Minuten bei 70 °C denaturiert.
Nach vollstandigem Abkiihlen des Agarosegels wurden ein DNA-Leiter von 1000 kb sowie
die RNA-Proben aufgetragen. Die RNA wurde entsprechend ihrer Grofle elektrophoretisch
aufgetrennt. Als intakte Gesamt-RNA wurde diejenige identifiziert, die eine klare 18S und
28S rRNA-Bande zeigte. Die Visualisierung erfolgte an der Geldokumentationsanlage von

PegLab (VWR Chemicals, Darmstadt).

2.2.8.3.  Affymetrix GeneChip® Human Transcriptom Array 2.0

Microarrays finden Verwendung, um Genexpressionsprofile zu erstellen. Die Affymetrix
Genechip-Technologie zihlt zu den am weitesten verbreiteten Microarray-Analysen und wird
im Rahmen dieser Arbeit dazu verwendet, die Verdnderungen der Expressionsprofile in
LBPS03- und LBPSO05-stimulierten Zellen zu untersuchen. Das ,,GeneChip® Human
Transcriptom Array 2.0“-Array wurde am Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum
(BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitidt durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial wurde die
Gesamt-RNA aus drei unabhingigen Versuchen in einem Verhiltnis von 1:1:1 gemischt und
durch das RNA 6000 Nano Chip Assay am BioAnalyzer 2100 (Agilent) auf ihre RNA-
Integritét getestet. Das Genomics & Transcriptomic Labor des BMFZ fiihrte das Affymetrix-
Expressionsarray durch, bei dem mehr als 285.000 Full-length-Transkripte untersucht und mit
Hilfe der Affymetrix® Transcriptome Analysis Console (TAC) Software analysiert wurden.
Das BMFZ stellte eine Liste mit Genen zusammen, die um den Faktor 1,5 rauf-
beziehungsweise runterreguliert wurden. Diese Untersuchungen geben einen ersten Uberblick

iiber das Expressionsprofil einer Zelle unter dem Einfluss der neuartigen Zelltod-Aktivatoren.
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2.2.84. cDNA-Synthese

Zur Verifizierung der Affymetrix-GeneChip®-Human-Transcriptom-Array-2.0-Daten wurden
einige interessante Gene ausgewdhlt und mit Hilfe einer Real-Time PCR semiquantitativ
bestimmt. Um eine Real-Time PCR durchzufithren, muss die Gesamt-RNA in cDNA
umgeschrieben werden. Hierfiir wurde das RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit von
ThermoFisher Scientific verwendet. In dem Verfahren der reversen Transkription wird eine
enzymatische Reaktion mRNA in einzelstringige cDNA durch das Enzym Reverse
Transkriptase umschrieben. Da cDNA deutlich stabiler ist als mRNA, kann dieses besser
durch die DNA-Polymerase in einer PCR amplifiziert werden. Die Gesamt-RNA aus den
Nierenkarzinom-Zellen der Linie ClearCa-2 im LBPSO03 beziehungsweise LBPS05 und
unbehandelten Zellen wurde in cDNA umgeschrieben. Die Proben wurden durch Ramdom
Hexamer Primer transkribiert. Random Hexamer Primer sind einzelstringige unspezifische
Hexanukleotide mit einer 5°- und 3‘-Hydroxylgruppe und dienen der Synthese von

unspezifischen DNA-Sequenzen. Folgende Komponenten wurden in der dargestellten

Reihenfolge pipettiert.
Template RNA Total RNA 1 ug
Primer Random Hexamer Primer 1l
Wasser, Nuklease-frei Auf 12 pl

Gesamtvolumen 12 pl

Um vorhandene Sekundérstrukturen und GC-reiche RNA-Templates zu eliminieren, wurde
das Gemisch vorsichtig vermischt, zentrifugiert und fiir 5 Minuten bei 65°C inkubiert.

AnschlieBend wurden die folgenden Komponenten in angegebener Reihenfolge dazu

pipettiert.
5x Reaction Buffer 4ul
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul) 1 ul
10 mM dNTP Mix 2l
RevertAid H Minus M-MulV Reverse Transcriptase
(200 U/l 1ul
Gesamtvolumen 20 pl

Die Probe wurde vorsichtig gemischt, zentrifugiert und fiir 5 Minuten bei 24 °C inkubiert. Es
folgte ein Inkubationsschritt tiber 60 Minuten bei 42 °C. Um die Reaktion zu beenden, wurde
die Probe fiir 5 Minuten bei 70 °C erhitzt. Zur Verwendung der cDNA fiir die Real-Time PCR

musste diese 1:5 in DEPC-H,0 verdiinnt werden.
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2.2.8.5. Semiquantitative Real-Time PCR

Die Real-Time PCR ist eine quantitative Methode zur Amplifikation von DNA-Produkten in
Echtzeit (real time). Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green I ist ein in doppelstringiger DNA
interkalierender Fluoreszenzfarbstoff und wird zum Nachweis von Amplifikaten verwendet.
Durch die Denaturierung der cDNA liegt das Molekiil nur noch einzelstringig vor, sodass
kein Fluoreszenzfarbstoff binden kann. Durch die Anlagerung der Primer und die Elongation
der PCR-Produkte konnen sich in den neu entstandenen Doppelstrangen Fluoreszenzmolekiile
anlagern. Der Anstieg der Fluoreszenzintensitit ist proportional zu der Menge der dsDNA, die
durch die Amplifikation generiert wird. Die Schmerzkurvenanalyse wurde zur Bestimmung

der Amplifikate genutzt.

Die Quantifizierung der Transkripte erfolgte iiber den Ct-Wert (cycle threshold), welcher eine
theoretische Grofe angibt, die den Beginn der exponentiellen Phase der DNA-Amplifikation
beschreibt. Ist das Zielprodukt bereits zu Beginn der Amplifikation hoher, wird der Ct-Wert
bereits zu einem fritheren Zeitpunkt erreicht. Zur semiquantitativen Analyse der mRNA-

Genexpression wurde der QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix verwendet.

QuantiFast SYBR Green PCR Master Mix (2x) 10 ul
Forward Primer (10 pmol/ul) 1ul
Reverse Primer (10 pmol/pl) 1l
RNAse freies Wasser 4 pl
cDNA 4 ul

Gesamtvolumen 20 pl

Der Mix wurde in eine 1Q™ 96-Well-Semi-Skirted-PCR-Platte pipettiert und im folgenden

PCR-Programm gestartet. Fiir jedes Gen, das nachgewiesen werden sollte, wurde ein Duplikat

angefertigt.
Zyklusnummer Temperatur Dauer (Minuten) Zyklusanzahl
Zyklus 1 95 °C 3:00 1x
Zyklus 2
Schritt 1: 95 °C 0:20 40x
Schritt 2: 55°C 0:20
Schritt 3: 72 °C 0:20
Zyklus 3 55 °C-98 °C 0:30 87x
0,5°C 0

Die relative Quantifizierung der Real-Time PCR wird nach LIVAK UND SCHMITTGEN (2001)
durchgefiihrt, indem die Expression des Zielgenes mit einem nicht-regulierten Housekeeping-

Gen, in diesem Fall GAPDH, normalisiert wird.

Die Expression kann mit Hilfe des AACt-Werts bestimmt werden. Zunichst einmal muss der

ACt-Wert ermittelt werden, indem der Ct-Wert des Referenzgens von dem Ct-Wert des
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Zielgenes subtrahiert wird. AnschlieBend wird von diesem ACt-Wert ein definierter Wert
abgezogen (22). Der AACt-Wert beschreibt die relativen Expressionsunterschiede von
Behandlungen zur Kontrolle (Ratio), normalisiert zum Referenzgen und bezogen auf eine

Standardprobe, sodass sich die folgende Formel ergibt: 24T,

2.2.9. Signifikanzen

Die Signifikanzen wurden mit Hilfe der Student’schen t-Verteilung berechnet und bei

p-Werten von <0,05 mit [*], p < 0,01 mit [**] und p < 0,001 mit [***] gekennzeichnet.



3. Ergebnisse

Die Tatsache, dass XIAP entscheidend an der Resistenzvermittlung in Nierenzellkarzinomen
beteiligt ist, macht eine Verwendung von neuen IAP-Inhibitoren sinnvoll. In eigenen
Vorarbeiten konnte die gute Wirksamkeit neuer potentieller IAP-Antagonisten auf die
TRAIL-resistente Nierenkarzinom-Zelllinie ClearCa-2, bereits nachgewiesen werden. Im
Rahmen meiner Masterarbeit konnten 3 sehr wirksame Substanzen (LBPSO1, LBPS03 und
LBPSO05) identifiziert werden. Die neuartigen Zelltod-Aktivatoren LBPSO1 und LBPS03
zeigten Caspaseaktivierung und PARP-Spaltung, was auf eine Induktion des Apoptose-
signalwegs hindeutete, wohingegen LBPS05 weder Caspase reaktivierte noch PARP spaltete
(STEVENS et al., 2014). Erste Hinweise in Bezug auf die Regulation der IAPs konnten
wihrend der Masterarbeit gesammelt werden, indem alle drei Substanzen XIAP geringfiigig
degradierten, wohingegen die zelluldren IAPs zum Teil stabilisiert beziehungsweise induziert
werden konnten. Es bleibt zu kliren: 1) Uber welchen Zelltod-Signalweg Nierenkarzinom-
Zellen durch die neuartigen Zelltod-Aktivatoren bevorzugt sterben und 2) welche Molekiile

eine zentrale Rolle in der Zelltodmaschinerie spielen.

3.1. Neuartige Zelltod-Aktivatoren induzieren tumorspezifischen in Nierenkarzinom-
zellen den Zelltod

Um die Wirksamkeit der Zelltod-Aktivatoren auf das Zelliiberleben zu testen, wurden
Proliferationsanalysen durchgefiihrt. Die neuen Substanzen wurden in einer Substanz-
konzentration von 10 pM iiber 96 Stunden auf klarzellige Nierenkarzinomzellen der Linie
ClearCa-2 und normale Nierenepithelzellen der Linie n.N.1860 appliziert. Das Zelliiberleben
wurde mittels DRAQS-Proliferationsassay bestimmt, indem die Zellkerne der Zellen durch
den Infrarot-fluoreszierenden Farbstoff DRAQS5 angefirbt und die Zelldichte mit Hilfe des
Infrarot-Imagers bestimmt wurden. Das Balkendiagramm in Abb. 8 A zeigt die
antiproliferativen Effekte der Substanzen LBPSO1, LBPS03 und LBPSO05 auf ClearCa-2-
Zellen. Als stirkster Zelltod-Aktivator konnte die Substanz LBPSO03 identifiziert werden. In
ClearCa-2-Zellen bewirkte LBPS03 eine Reduktion des Zelliiberlebens um 80,8+3,4% im
Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen. Zugleich wurden nur marginale antiproliferative
Effekte durch LBPSO3 in normalen Nierenepithelzellen beobachtet. Fiir die beiden
Substanzen LBPSOl und LBPSO5 konnten ebenfalls wachstumshemmende Effekte in

ClearCa-2-Zellen nachgewiesen werden. Das Zelliiberleben wurde signifikant um
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53,7+11,1% und 39,3+6,7% reduziert. Fiir beide Zelltod-Aktivatoren wurden auch hier nur

sehr geringe Zelltod-induzierende Effekte in normalen Nierenepithelzellen beobachtet.

Das antiapoptotische Protein XIAP, welches in ClearCa-2 im Wesentlichen an einer
Resistenzvermittlung gegeniiber TRAIL-Induktion beteiligt ist, besitzt in ClearCa-2-Zellen
eine Art Schalterfunktion fiir die Apoptose. Durch die Verwendung der Zelltod-Aktivatoren,
die potentiell an die BIR3-Domine von XIAP binden, soll dieser molekulare ,,Schalter” zu
Gunsten der Apoptose umgelegt werden, indem IAPs inhibiert werden. Als gegeben
betrachtet werden muss dann das Vorhandensein dieser Zielstruktur in Tumorzellen, damit die
Zelltod-Aktivatoren XIAP inhibieren und den Zelltod induzieren konnen. Angesichts dieser
Hypothese wurden Western-Blot-Analysen zur XIAP-Basalexpression von ClearCa-2- und

n.N.1860-Zellen durchgefiihrt.
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Abbildung 8: Wirksamkeit der Zelltod-Aktivatoren auf die Zellproliferation in ClearCa-2- und n.N.1860-
Zellen und Western-Blot-Analysen zur XIAP-Basalexpression in den beiden Zelllinien.
A) Klarzellige Nierenzellkarzinom-Zellen der Linie ClearCa-2 und normale Nierenepithelzellen der Linie
n.N.1860 wurden (ber einen Zeitraum von 96 Stunden mit den Zelltod-Aktivatoren LBPS01, LBPS03 und
LBPS05 in einer Konzentration von 10 pM behandelt. Die Ergebnisse zum Zelliberleben der ClearCa-2
wurden im Rahmen meiner Masterarbeit generiert und zur Veranschaulichung dargestellt. Die Wirksamkeit
der Substanzen auf die Linie n.N.1860 wurde in einem Versuchsdurchlauf ebenfalls wahrend der Masterarbeit
produziert. Zwei unabhéngige Versuchsablaufe wurden im Rahmen dieser Dissertation durchgefihrt. Die
Auswertung der Proliferationsanalyse erfolgte mit Hilfe des DRAQ5-Verfahrens. Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen. B) Western-Blot-Analysen zur Basalexpression von XIAP in
ClearCa-2- und n.N.1860-Zellen. Auf einer 12%-igen SDS-PAGE wurden 50 pg Gesamtprotein aufgetragen
und gelelektrophoretisch aufgetrennt. a-Tubulin wurde zur Quantifizierung der Proteinexpression verwendet.
Die relative Expression der Zelllinie aus drei unabhéangigen Versuchen wurde unter dem Blot aufgefiihrt (n=3).

Die Western-Blot-Untersuchungen in Abbildung 8 B zeigen reprédsentativ, dass in
ClearCa-2-Zellen das Protein XIAP um den Faktor 1,6 stdrker exprimiert wurde als
vergleichsweise in n.N.1860-Zellen. Unter Beriicksichtigung der tumorselektiven
Wirksamkeit der Zelltod-Aktivatoren sowie des unterschiedlichen Expressionsverhaltens von

XIAP in Tumorzellen und normalen Nierenzellen konnte die Annahme bestitigt werden, dass
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das Zielprotein der IAP-Antagonisten in den Zellen vorhanden sein muss, damit der Zelltod

induziert werden kann.

3.2. Erstellung von Struktur-Wirksamkeits-Beziehungen aufgrund der Wirksamkeit
der Zelltod-Aktivatoren und ihrer abgeleiteten Derivate

Die Untersuchungen von CAROSATI und Kollegen (2015) identifizierten 31 potentielle pan-
IAP-BIR3-Antagonisten, von denen die drei Substanzen LBPSO1, LBPS03 sowie LBPSO05
gute antiproliferative Effekte auf Nierenkarzinomzellen sowie Leukdmiezellen aufwiesen. Um
in Zukunft die Suche nach weiteren Kandidaten effektiver zu gestalten, wurden in einem
zweiten Screening weitere Kandidaten ausfindig gemacht, die strukturelle Derivate der drei
Substanzen darstellen und Riickschliisse auf die Struktur-Wirkungs-Beziehungen
ermOglichten. Fiir jeden der drei Kandidaten wurden neun strukturelle Derivate identifiziert
und bereits im Rahmen meiner Masterarbeit in Hinsicht auf ihre antiproliferative Wirksamkeit

getestet (Abb. 9; verdndert nach CAROSATI et al., 2015).

Der linke Teil der Abbildung 9 zeigt die Proliferationsanalysen der drei
wirksamen Zelltod-Aktivatoren LBPS01, LBPS03 und LBPS0O5 sowie der 27 neu
identifizierten strukturellen Derivate in ClearCa-2-Zellen. Im rechten Teil sind die Strukturen
der Substanzen hinsichtlich ihres chemischen Aufbaus und ihrer Wirksamkeit abgebildet
(CAROSATI et al., 2015). In ClearCa-2-Zellen induzierten die strukturellen Derivate LBPS38,
LBPS39 und LBPS40 der Ausgangssubstanz LBPSO1, vergleichbar effektiv wie in Jurkat-
Zellen, den Zelltod. Neben LBPS05 erzielten auch seine strukturellen Derivate LBPS56,
LBPS57 und LBPS58 gute antiproliferative Effekte in ClearCa-2- sowie Jurkat-Zellen
(CAROSATI et al., 2015). Mit drei Ausnahmen deckten sich die Wirksamkeiten der LBPS03-
Derivate in ClearCa-2-Zellen mit den Untersuchungen in Jurkat-Zellen. Abweichend von der
antiproliferativen Wirkung der Substanz LBPS45 in Jurkat-Zellen konnten in ClearCa-2-
Zellen keine wachstumshemmenden Effekte beobachtet werden. Stattdessen zeichneten sich
LBPS47 und LBPS49 durch gute Zelltod-induzierende Effekte in ClearCa-2-Zellen aus, die

nicht in Jurkat-Zellen nachgewiesen werden konnten.
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Abbildung 9: Struktur-Wirkungs-Beziehung der drei Ausgangssubstanzen und ihrer strukturellen
Derivate. Die Wirksamkeit der Ausgangssubstanzen LBPS01, LBPS03 und LBPSO05 sowie ihrer strukturellen
Derivate wurde im Rahmen meiner Masterarbeit generiert und diente zur Analyse der Struktur-Wirkungs-
Beziehung der Substanzen, die im Rahmen dieser Arbeit Bezug auf die Verdffentlichung von CarosaTi und

Kollegen. (2015) nehmen.

In der Tabelle 7 sind die ICso-Werte der drei Ausgangssubstanzen sowie ihrer wirksamen

Strukturderivate aufgelistet. Vergleichend wurden die ICsp-Werte von kommerziell zu

erwerbenden und in klinischen Studien verwendeten Smac-Mimetika bestimmt.

Der

ICso-Wert beschreibt die mittlere inhibitorische Konzentration, in der eine halbmaximale

Hemmung des Tumorwachstums gemessen werden konnte.

ICso-Werte erfolgte mit Hilfe der Graphpad Prism-Software.

Die Kalkulation der
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Tabelle 7: ICso-Werte der Zelltod-Aktivatoren im Vergleich zu kommerziell erwerblichen Smac-
Mimetika. Zur Bestimmung der ICso-Werte wurden ClearCa-2-Zellen mit sechs bis acht verschiedenen
Substanzkonzentrationen ber einen Zeitraum von 96 Stunden behandelt. Die Proliferationsanalysen erfolgten
mit Hilfe des DRAQS5-Verfahrens. Die Software Graphpad Prism wurde zur Kalkulation des ICso-Wertes
verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.

IC5,-Werte
Derivatevon LBPS01  Derivatevon LBPS03  Derivate von LBPS05 A”s"s";';'ck‘;’wr;‘n':::irlf;e"e’
Konzentration [uM] Konzentration [uM] Konzentration [uM] o

Konzentration [uM]
LBPSO01 95+23 LBPS03 1,5+0,4 LBPS05 172+ 25 AT406 78,8+12,7
LBPS38 11,9+£29 LBPS43 43+21 LBPS56 89+ 11 Birinapant 42 5+2 3
LBPS39 13,6+23 LBPS44 39+24 LBPS57 79+41 | GDC-0152 9,9+16
LBPS40 16,7+ 3,3 LBPS46 28+14 LBPS58 58+0,8

LBPS47 1609

LBPS49 1,7+ 0,6

Der vergleichsweise geringste ICso-Wert wurde durch LBPSO03 erzeugt, was die hochste
Wirkungsweise représentiert. Eine halbmaximale Hemmung des Tumorwachstums von
ClearCa-2-Zellen wurde bei einer Konzentration von 1,5+0,4 uM erzielt. Seine strukturellen
Derivate wiesen ebenfalls geringe ICso-Werte im einstelligen mikromolaren Bereich auf. Der
neuartige Zelltod-Aktivator LBPS03 und seine gut wirksamen Strukturderivate bilden somit
die Gruppe der effektivsten Zelltod-Aktivatoren fiir das Nierenzellkarzinom. Die Substanz
LBPSO1 induzierte bei einer Konzentration von 9,5+2,3 uM eine halbmaximale Inhibierung
des Tumorwachstums. Fiir seine Strukturderivate lagen die ermittelten ICso-Werte im Bereich
zwischen 11,9 uM und 16,7 uM. Der hochste ICso-Wert der getesteten Zelltod-Aktivatoren
wurde fiir LBPS05 mit 17,2+2,5 uM ermittelt. Seine Strukturderivate wiesen etwas geringere
ICso-Werte zwischen 5,8 uM und 8,9 uM auf. Unter gleichen experimentellen Bedingungen
wurde die Wirkung von kommerziell erhéltlichen Smac-Mimetika auf das Zelliiberleben von
ClearCa-2 Zellen getestet. Von den drei kommerziellen Smac-Mimetika wies GDC-0152 mit
einer Konzentration von 9,9+1,6 uM den niedrigsten ICso-Wert auf. Fir AT406 und
Birinapant fiihrten die Konzentrationen von 78,842,3 uM und 42,5+2,3 uM zu einer
halbmaximalen Inhibierung des Tumorwachstums. Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse
konnten die Zelltod-Aktivatoren als deutlich effektiver eingestuft werden als bereits etablierte
Smac-Mimetika. Beriicksichtigt werden muss dabei jedoch, dass hier die Wirkung der
kommerziellen Smac-Mimetika per se getestet wurde. In der Regel werden diese Substanzen
in Kombination mit Zytokinen eingesetzt, sodass in kombinatorischen Anwendungen deutlich
geringere Substanzmengen notwendig sind, um Zelltod-induzierende Effekte in Tumorzellen

hervorzurufen.
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3.3. Die Zelltod-Aktivatoren LBPS01 und LBPS03 sowie ihre Strukturderivate liefern
erste Hinweise auf einen Apoptose-ahnlichen Zelltodsignalweg

Mit Hilfe durchflusszytometrischer Analysen wurde der Einfluss der Zelltod-Aktivatoren auf
die Apoptoserate durch die Anzahl hypodiploider Zellen bestimmt. Uber eine
Behandlungsdauer von 48 und 72 Stunden wurden ClearCa-2-Zellen mit den drei Zelltod-
Aktivatoren LBPS01, LBPS03, LBPSO5 und ihren strukturellen Derivaten in einer
Konzentration von 10 uM inkubiert. Um eine bessere Vergleichbarkeit zwischen den
Substanzen zu ermoglichen, wurde eine #dquimolare Konzentration eingesetzt. Diese
Konzentration bietet zudem den Vorteil, dass regulatorische Effekte deutlich stirker, auch zu
fritheren Inkubationszeitpunkten, detektiert werden konnten. Apoptotische Zellen, die durch
Endonukleaseaktivitit die Integritdt ihrer DNA verloren haben, weisen einen hypodiploiden
DNA-Gehalt auf, der iiber eine Propidium-lodid-Firbung nach RICCARDI UND NICOLETTI
(2006) durchflusszytometrisch bestimmt werden kann.

In Abbildung 10 A ist die zeitabhiingige Zunahme der Apoptoserate durch die verwendeten
Substanzen dargestellt. Unter Kontrollbedingungen wurden nach 48 Stunden nur 4,8+1,8%
und nach 72 Stunden 4,8+1,5% apoptotische Zellen detektiert. Die Applikation von LBPS03
rief in ClearCa-2-Zellen die stidrkste Apoptoserate hervor. Der prozentuale Anteil
apoptotischer Zellen in LBPS03-stimulierten Zellen lag nach 48 Stunden bei 42,2+1,6% und
nach 72 Stunden bei 45,4+1,1%. Seine strukturellen Derivate konnten groftenteils
vergleichsweise effektiv die Apoptose induzieren. Eine signifikante Zunahme apoptotischer
Zellen im Vergleich zur Kontrolle wurde des Weiteren durch LBPSO1 beobachtet. Mit
zunehmender Inkubationsdauer stieg die Anzahl der Zellen mit einem hypodiploiden DNA-
Gehalt nach 48 Stunden auf 15,4+2,7% und nach 72 Stunden auf 32,1+3,9% an. Fiir seine
Strukturderivate wurden etwas geringere Effekte nachgewiesen, die auf die schwécheren
antiproliferativen Wirkungen der Substanzen im Vergleich zur Ausgangssubstanz
zuriickzufithren sind. Der neuartige Zelltod-Aktivator LBPSO5 und seine strukturellen
Derivate konnten unter den verwendeten Versuchsbedingungen die Apoptose nicht
induzieren, trotz hohem Zellsterben. Im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen stieg die
Anzahl apoptotischer Zellen durch LBPSO5 nach 48 Stunden um 2,7+0,5% und nach
72 Stunden um 4,0+2,7%.
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Abbildung 10: Bestimmung der Apoptoserate der Zelltod-Aktivatoren wurde nach Nicoletti
durchgefiihrt. A) ClearCa-2-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 48 bis 72 Stunden mit Zelltod-
Aktivatoren in einer Konzentration von 10 pM behandelt. Die Bestimmung apoptotischer Zellen erfolgte mittels
durchflusszytometrischer Analysen von Pl-gefarbten Zellkernen. Als Kontrolle wurden ClearCa-2-Zellen mit
0,1% DMSO behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhéangigen Versuchen. B) Die statistische
Auswertung wurde mittels Student's t-test durchgeflihrt und wird tabellarisch unterhalb des Graphen
abgebildet.

Da die bisherigen Experimente darauf hindeuten, dass LBPSO1 und LBPS03 einen dhnlichen
Zelltodsignalweg beeinflussen, wurde fiir weitere Untersuchungen zur Aufklirung der
beteiligten Komponenten der Signalwege auf die Substanz LBPS03 fokussiert, da sie im
Vergleich zu LBPSO1 in geringeren Dosen wirksamer ist einen apoptotischen Zelltod zu
induzieren. Demgegeniiber stehen die Erkenntnisse fiir den Zelltod-Aktivator LBPS0S, der
offensichtlich einen vollstindig anderen Signalweg beeinflusst. Die nachfolgenden
Untersuchungen sollen zur Aufkldrung der beteiligten Signalwege unter Einfluss von LBPS03

und LBPSO5 in ClearCa-2-Zellen dienen.

3.4. LBPSO03 aktiviert sowohl Initiator- als auch Effektorcaspasen

Das antiapoptotische Protein XIAP besitzt als natiirlicher Inhibitor der Apoptose die
Féhigkeit, iiber seine BIR2- beziehungsweise BIR3-Domine Caspase-3/-7 und Caspase-9
direkt zu binden und eine Caspase-vermittelte Aktivierung zu inhibieren. Durch den Einsatz

dieser Zelltod-Aktivatoren mit dem Ziel, an die XIAP-BIR3-Domiine zu binden und somit die
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Inhibierung der Caspasen aufzuheben, konnte ihre intrazelluldre Aktivierung initiiert werden.
Um den Einfluss der Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPSO5 auf die Aktivierung von
Caspasen zu bestimmen, wurden intrazelluldre Caspaseassays durchgefiihrt, die quantitativ
durchflusszytometrisch ausgewertet werden konnten. Klarzellige Nierenkarzinomzellen der
Linie ClearCa-2 wurden iiber 48 und 72 Stunden unter LBPS03- und LBPS05-Zugabe

stimuliert und die intrazelluldre Aktivierung der Caspasen durchflusszytometrisch bestimmt.
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Abbildung 11: Durchflusszytometrische Untersuchungen zur intrazellularen Caspaseaktivierung in
LBPS03- und LBPS05-behandelten ClearCa-2-Zellen. A) Klarzellige Nierenzellkarzinomzellen der Linie
ClearCa-2 wurden Uber einen Zeitraum von 48 bis 72 Stunden mit einer 10 uM LBPSO03- bzw. LBPS05-
Lésung inkubiert. Der Nachweis der intrazellularen Aktivierung der Caspasen -2, -3/-7, -8 und -9 erfolgte mit
Hilfe des Caspase-Staining-Kits von Promokine am Durchflusszytometer. Die Initierung der
Caspase-3/-7 sowie der Caspase-9 wurde im Rahmen meiner Masterarbeit generiert und zum Zweck der
Veranschaulichung aufgefiihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen. B) Die
statistische Auswertung wurde mittels Student’s t-test durchgefiihrt und wird tabellarisch rechts neben dem
Graphen abgebildet.

Die Abbildung 11 A zeigt einen zeitabhédngigen Anstieg der intrazelluldren Aktivierung der
Initiatorcaspasen-8 und -9 sowie der Effektorcaspasen-2 und -3/-7 in LBPS03-behandelten
Zellen. Die stédrkste intrazellulire Caspaseaktivierung wurde fiir die Caspasen-2 und -8
gemessen. Nach einer Inkubationszeit von 72 Stunden stieg die Aktivitit im Vergleich zu
kontrollbehandelten Zellen fiir Caspase-2 von unter 3% signifikant auf 50,2+3,9% und fiir
Caspase-8 auf 42,7+7,7% an. Eine Zunahme der Caspase-3/-7- sowie der Caspase-9-Aktivitit
auf 26,4+2,1% und 27,3+3,7% wurde nach einer Behandlungsdauer von 72 Stunden durch
LBPS03 detektiert. In Abbildung 11 wird deutlich, dass unter den verwendeten
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Versuchsbedingungen LBPS05 nur einen marginalen Einfluss auf die Aktivierung von

Initiator- als auch Effektorcaspasen besitzt.
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Abbildung 12: Western-Blot-Analysen zur Spaltung von Caspasen und Caspase-spezifischen
Substraten durch LBPS03. ClearCa-2-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 72 Stunden mit einer
10 uM-LBPS03- oder LBPS05-Lésung stimuliert und die Proteine isoliert. Auf einer 12%-igen SDS-PAGE
wurden 70 ug Gesamtprotein aufgetragen und gelelektrophoretisch aufgetrennt. Im Western Blot konnte A)
die LBPSO03-induzierte Spaltung von Caspase-8 und die Abnahme des Proteinniveaus der Pro-Caspase-3
sowie B) die Spaltung von spezifischen Caspasesubstraten detektiert werden (n=2). C) ClearCa-2-Zellen
wurden mit LBPS03 und LBPSO05 Uiber einen Zeitraum von 24, 48 und 72 Stunden behandelt und die Proteine
isoliert. Auf einer 8%-igen SDS-PAGE wurden 20 pg Gesamtprotein elektrophoretisch aufgetrennt. Der
Nachweis fir a-Tubulin diente als Ladungskontrolle (n=3).

Caspasen werden als katalytisch inaktive Zymogene synthetisiert. Infolge eines
Apoptosestimulus wird die Procaspase in ihre aktive Form enzymatisch gespalten. Aktivierte
Effektorcaspasen erkennen eine Vielzahl von Substraten, die in einer Kaskade ebenfalls
gespalten werden. Beide Ereignisse lassen sich mittels Western-Blot-Analysen nachweisen.
Dafiir wurden ClearCa-2-Zellen iiber 72 Stunden mit LBPS03 oder LBPSO05 stimuliert und
hinsichtlich ihrer Pro-Caspase-3-Expression (Abb. 12 A), Caspase-8-Spaltung (Abb. 12 A)
und des proteolytischen Abbaus Caspase-spezifischer Substrate (Abb. 12 B) untersucht. Die
Detektion der 43 kDa, 41 kDa und 18 kDa grof3en Caspase-8-Fragmente in Abbildung 12 A)
weisen auf eine LBPS03-abhingige Aktivierung der Caspase-8 hin und unterstiitzt die

Resultate des intrazelluldren Caspaseassays. Eine Reihe von Caspase-spezifischen Substraten
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mit der Erkennungssequenz DE(T/S/A)D konnte unter Zugabe des Zelltod-Aktivators
LBPSO03 prozessiert werden (Abb. 12 B). Zudem wurde unter LBPSO3-Einfluss die
Expression der 65 kDa groen Pro-Caspase-3-Form verringert. Diese Ergebnisse weisen
darauf hin, dass die inaktive Form der Caspase-3 durch proteolytische Spaltung verringert
wurde, wohingegen die aktive Form zunehmen konnte. Des Weiteren bewirkte der neuartige
Zelltod-Aktivator LBPSO3 eine zeitabhingige Spaltung des Caspase-3-Substrats PARP
(Abbildung 12 C).

Zum Nachweis einer PARP-Spaltung wurden ClearCa-2-Zellen mit LBPS03 und LBPS05
iiber 24 bis 72 Stunden behandelt. In Ubereinstimmung mit den Resultaten der PI-Firbung
forderte LBPSO3 nicht nur die Zunahme eines hypodiploiden DNA-Gehalts, sondern
induzierte mit voranschreitender Behandlungsdauer eine Caspase-abhéngige PARP-Spaltung.
Unter Kontrollbedingungen lag PARP in seiner nativen Form vor und konnte bei einer
Bandenhohe von 116 kDa detektiert werden. Bereits 24 Stunden nach Zugabe des Zelltod-
Aktivators LBPS03 wurde in Western-Blot-Analysen bei einer Bandenhohe von
89 kDa eine schwache Bande fiir das Spaltprodukt von PARP dokumentiert. Eine
zunehmende Inkubationsdauer verstirkte den Effekt der PARP-Spaltung, sodass nach
48 Stunden eine sehr intensive Bande bei 89 kDa nachgewiesen werden konnte. Nach einem
Behandlungszeitraum von 72 Stunden wurde immer noch eine PARP-Spaltung detektiert, die
im Vergleich zum Vortag aber etwas schwicher ausfiel. Diese Ergebnisse unterstiitzen die

Annahme, dass LBPS03 Caspase-abhingig die Apoptose induziert.

Unter den verwendeten Versuchsbedingungen bewirkte LBPS05 weder die Prozessierung der
Caspase-8 in ihre aktive Form, noch wurden Caspase-spezifische Substrate proteolytisch
gespalten. Unter Beriicksichtigung der vorangegangenen Untersuchungen bestétigen diese

Ergebnisse die Vermutung, dass LBPSOS einen Caspase-unabhingigen Zelltod induziert.

3.5. Der Zelltod-Aktivator LBPS03 reprimiert moglicherweise die Expression einiger
antiapoptotischer Proteine in ClearCa-2

Um den Einfluss von LBPS03 und LBPSO5 auf eine Vielzahl von Apoptose-relevanten
Proteinen zu untersuchen, wurde ein ,,Human Apoptosis Antibody Array” (R&D Systems)
durchgefiihrt. Uber 48 Stunden wurde die ClearCa-2-Zelllinie unter Zugabe der Zelltod-
Aktivatoren LBPS03 und LBPSO05 stimuliert, anschlieBend die Proteine isoliert und mittels

Dot-Plot-Analysen die relative Expression Apoptose-relevanter Proteine ermittelt.
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Abbildung 13: Dot-Plot-Analysen geben erste Hinweise auf den Einfluss der Zelltod-Aktivatoren
LBPS03 und LBPS05 auf die Proteinlevel Apoptose-relevanter Proteine in ClearCa-2-Zellen. Klarzellige
Nierenzellkarzinom-Zellen der Linie ClearCa-2 wurden mit einer 10 pM-LBPS03- beziehungsweise LBPS05-
Lésung behandelt. Nach einer Inkubationsdauer von 48 Stunden wurden die Proteine isoliert und 250 pg
Gesamtproteinlysat fir das Human Apoptosis Antibody Array Kit (R&D Systems) eingesetzt. Die
densitometrische Auswertung des Dot Blot wurde am Infrarot-Imager (LI-COR) durchgefihrt. Die
Quantifizierung der relativen Expression erfolgte, indem die Pixelintensitat des Zielproteins auf den Wert eines
Assay-spezifischen Referenzproteins bezogen wurde und anschlieBend die relative Expression auf die
Kontrolle (0,1% DMSO) normalisiert wurde. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhangigen
Versuchen.

Das Diagramm in Abbildung 13 zeigt die relative Expression ausgewihlter Proteine in
LBPSO03- und LBPSOS5-stimulierten Zellen. Der Zelltod-Aktivator LBPS03 wirkte sich leicht
degradierend auf einige antiapoptotische Proteine aus. Die quantitativen Untersuchungen
ergaben erste Hinweise, dass bevorzugt Proteine, die den Ablauf der Apoptose negativ
beeinflussen, vermindert exprimiert wurden anders als in kontrollbehandelten Zellen. Unter
anderem wurde das Proteinniveau der antiapoptotischen Proteine Bcl und Livin auf
66,0+10,9% und 57,9+1,7% reduziert. In Ubereinstimmung mit den Analysen auf Western-
Blot-Ebene konnte im ,Human Apoptosis Antibody Array”“ eine Verringerung der
Pro-Caspase-3 beobachtet werden. Im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen nahm die
Expression um 26,7+18,0% ab und die der gespaltenen Form der Caspase-3 um 20,5+53,8%
zu. Unter Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03 wurde das Expressionsniveau der Katalase
auf 56,7+6,2% reduziert.

Wie in Abbildung 13 ersichtlich, besitzt der neuartige Zelltod-Aktivator LBPSO5 nur
marginale Einfliisse auf die Proteinlevel Apoptose-relevanter Proteine. Ahnlich wie LBPS03
bewirkte LBPSOS5 eine leichte Abnahme der TNF-R1-Expression. Beide Zelltod-Aktivatoren

wiesen jedoch keinen regulatorischen Effekt auf das proapoptotische Protein Smac auf.
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LBPSO5 fordert eine starke Zunahme des Proteins Pon2. Die Proteinmenge nahm im
Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen um das 5-fache zu. Ein vollstindig divergentes
Muster der Pon2-Proteinexpression wurde durch LBPSO03 hervorgerufen. Unter den
verwendeten Versuchsbedingungen wurde das Proteinniveau auf 26,2+23,0% herabgesetzt.
Auch diese Erkenntnisse deuten sehr stark darauf hin, dass LBPS03 einen apoptotischen
Zelltod induziert, indem antiapoptotische Proteine degradiert werden. LBPS05 dagegen

scheint unwesentlich den Signalweg der Apoptose zu beeinflussen.

3.6. Zunehmende Inkubationsdauer steigert die antiproliferativen Effekte der Zelltod-
Aktivatoren in ClearCa-2-Zellen

Fiir die beiden Zelltod-Aktivatoren wurde im Folgenden die Abhédngigkeit der Substanzen
von der Behandlungsdauer untersucht, um zu {iberpriifen, ob die Inkubationsdauer die
Wirkeffektivitdt beeinflusst. In Abbildung 14 wird die Wirkung der Zelltod-Aktivatoren in
Abhingigkeit zur Inkubationsdauer analysiert. Hierfiir wurden die Substanzen zum
Inkubationszeitpunkt O appliziert und nach definierten Zeitpunkten vom Zellrasen entfernt,
mit PBS gewaschen und fiir eine Gesamtdauer von 96 Stunden in frischem Medium kultiviert.
Das Zelliiberleben wurde mit Hilfe von Proliferationsanalysen durchgefiihrt. Das relative

Zelliiberleben bezieht sich auf die Losungsmittelkontrolle.
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Abbildung 14: Wirkung der Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPS05 auf das Proliferationsverhalten in
Abhangigkeit von der Inkubationsdauer von ClearCa-2-Zellen. Die Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und
LBPSO05 wurden in einer Substanzkonzentration von 10 pM zum Behandlungszeitpunkt 0 h auf ClearCa-2-
Zellen appliziert. Nach einer Inkubationsdauer von 6 h, 12 h und 24 h wurden die Substanzen von dem
Zellrasen entfernt, mit PBS gewaschen und mit frischem 2%-igen FCS-Medium versetzt. Die Quantifizierung
der Uberlebensrate mittels Proliferationsanalysen erfolgte nach eine Gesamtinkubationsdauer von 96 Stunden
nach Applikationsbeginn. Als Kontrolle wurden ClearCa-2-Zellen mit 0,1% DMSO behandelt. Dargestellt sind
die Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen Versuchen.
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Bereits bei einer Inkubationsdauer von 24 Stunden zeigte LBPS03 eine vergleichbare
Wirksamkeit in ClearCa-2-Zellen wie nach einer 96-stiindigen Behandlung. Nach einer
Inkubationsdauer von 24 Stunden wurde das Zelliiberleben um 72,5+10,0% reduziert, nur
9,6% weniger Zellen als im Vergleich zu einer 96-stiindigen Behandlung. Kiirzere
Inkubationszeiten von 6 Stunden oder 12 Stunden verschlechterten die Wirksamkeit von
LBPSO03 signifikant. Beide verwendeten Zeitpunkte reduzierten das Zelliiberleben nur um
etwa 20%. Auch die antiproliferativen Effekte des Zelltod-Aktivators LBPS05 blieben mit
verkiirzten Inkubationszeiten aus. Nur eine 24-stiindige Behandlungsdauer konnte annihernd
vergleichbare Zelltod-induzierende Effekte wie nach einer 96-stiindigen Inkubation

hervorrufen.

3.7. Die kombinatorische Anwendung der Zelltod-Aktivatoren mit TNFa oder TRAIL
flihren zu keinen verstarkten Wirkeffekten

Einige bekannte Smac-Mimetika zeigen per se erst in sehr hohen Dosen antiproliferative
Effekte in Tumorzellen. Werden diese Smac-Mimetika hingegen zusammen mit einem
Zytokine, zum Beispiel TRAIL oder TNFa, appliziert, wird effektiv der Zelltod induziert.
Durch RAMP und Kollegen (2003) wurde bereits eine TRAIL-Resistenz in ClearCa-2-Zellen
beschrieben, obwohl beide TRAIL-Rezeptoren, TRAIL-R1 und TRAIL-R2, exprimiert
werden. Im folgenden Experiment soll die Wirksamkeit des Zytokines TNFa auf das
Proliferationsverhalten von ClearCa-2-Zellen analysiert werden, unter Beriicksichtigung des
Aspekts, dass auch beide TNF-Rezeptoren TNF-R1 sowie TNF-R2 exprimiert werden.

Die Expression der beiden TNF-Rezeptoren wurden mittels Western-Blot-Analysen
untersucht. Ein Blick auf Abbildung 15 A+B zeigt den Nachweis des TNF-R1- und
TNF-R2-Rezeptors in ClearCa-2. Das Protein TNF-R1 wurde bei einer Hohe von 55 kDa und
30 kDa im Western Blot detektiert (Abb. 15 A). Bei einer Bandenh6he von 65 kDa und
35 kDa konnte der Antikorper gegen TNF-R2 binden und die Expression des Rezeptors
bestidtigen (Abb. 15 B). Bei den beiden kleineren Fragmenten der beiden
TNF-Rezeptoren handelt es sich vermutlich um proteolytisch gespaltene 16sliche Rezeptoren
(XANTHOULEA et al., 2004). Obwohl die Expression beider Rezeptoren in ClearCa-2-Zellen
nachgewiesen werden konnte, beeinflusste eine TNFa-Behandlung das Proliferationsverhalten
nicht (Abb. 15 C). Die Applikation des Todesliganden TNFa verringerte das Zelliiberleben in
ClearCa-2-Zellen um 9,2+5,9% im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen.
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Abbildung 15: ClearCa-2-Zellen weisen eine Resistenz gegeniiber TNFa auf, trotz vorhandener TNF-
Rezeptoren. Western-Blot-Analyse zur Basalexpression des TNF-R1(A) und TNF-R2 (B) in ClearCa-2-Zellen.
Auf einer 10%-igen SDS-PAGE wurden 50 ug Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt und mittels
Western Blot analysiert. C) ClearCa-2-Zellen wurden Gber einen Zeitraum von 72 Stunden mit 50 ng/ml TNFa
behandelt. Die Uberlebensfrequenz der Zellen wurde mittels Proliferationsanalysen ermittelt. Die
antiproliferative Wirkung von TNFa wurde durch die Behandlung von FADD-defizienten Jurkat-Zellen als
Positivkontrolle verwendet, indem Uber eine Behandlungsdauer von 72 Stunden FADD-defiziente Jurkat-
Zellen mit einer 50 ng/ml TNFa-Ldsung inkubiert und die Zellzahl durchflusszytometrisch bestimmt wurde. Die
Daten der Jurkat-Zellen wurden durch N. van den Héfel im Rahmen ihrer Doktorarbeit generiert und sind mit #
markiert. Die Ergebnisse dienen zum Nachweis der Wirksamkeit von TNFa. Dargestellt sind die Mittelwerte
aus drei unabhéngigen Versuchen.

o

Um die Wirksamkeit von TNFa zu bestitigen, wurden FADD-defiziente Jurkat-Zellen unter
gleichen Versuchsbedingungen durch TNFo stimuliert und die Zellzahl mittels
durchflusszytometrischer Analysen bestimmt. Nach 72 Stunden wurde das Zelliiberleben der
FADD-defizienten Jurkat-Zellen signifikant um 83,2+3,6% reduziert. Diese Western-Blot-
Untersuchung dient ausschlieBlich zum Expressionsnachweis und erlaubt keine Aussage iiber
die Lokalisation der Rezeptoren. Anzunehmen ist, dass die Rezeptoren zytoplasmatisch
vorliegen und eine Signalweiterleitung im Fall eines TNFa-Stimulus nicht aktiviert werden
kann. Eine grundsitzliche Expression der Rezeptoren ist jedoch gegeben und wiirde den
Zellen theoretisch die Aktivierung der Signalwege iiber ihren Rezeptor ermdglichen. Die
Weiterleitung von Todessignalen iiber TNF-Rezeptoren wird jedoch héufig durch die

fehlgeleitete Expression von antiapoptotischen Proteinen in Tumorzellen unterbunden.

Das antiapoptotische Protein XIAP wurde bereits in ClearCa-2-Zellen als wichtiges
»Schaltermolekiil” in der Apoptose identifiziert (vgl. Kapitel 1.10). In unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass XIAP in ClearCa-2-Zellen durch siRNA ausgeschaltet werden
konnte, das wiederum Zellen gegeniiber TRAIL-induzierter Apoptose sensitiviert. Da fiir die
beiden Substanzen LBPS03 und LBPS05 eine mogliche Interaktion mit der XIAP-BIR3-
Domiine vorhergesagt wurde, wurde in Betracht gezogen, dass beide Zelltod-Aktivatoren

ebenfalls ClearCa-2 gegeniiber TRAIL-induzierter Apoptose sensitivieren.
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Im nachfolgenden Experiment wurde die Wirkung der Zelltod-Aktivatoren in Kombination
mit TRAIL und TNFa untersucht. Die beiden Zytokine TNFa und TRAIL wurden in einer
Konzentration von 50 ng/ml appliziert, wohingegen die beiden Zelltod-Aktivatoren LBPS03

und LBPSO05 in drei verschiedenen Konzentrationen getestet wurden.
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Abbildung 16: Proliferationsanalysen zur Wirksamkeit der Zelltod-Aktivatoren in Kombination mit
TNFa oder TRAIL geben erste Hinweise darauf, dass die Wirkeffekte nicht verstarkt werden kénnen.
Auf der x-Achse werden die verwendeten Konzentrationen der Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPS05
sowie die von TNFa oder TRAIL aufgetragen. Die y-Achse stellt die Uberlebensfrequenz von ClearCa-2-
Zellen nach einer Behandlungsdauer von 72 Stunden dar. Das relative Zelliiberleben bezieht sich auf die
Zelldichte der kontrollbehandelten Zellen (0,1% DMSO + 0,1% PBS). Die Bestimmung des Zellliberlebens
wurde mittels DRAQS5 durchgeflihrt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabh&ngigen Versuchen.

In Abbildung 16 wird die Wirkung der Substanzen auf das Zelliiberleben von ClearCa-2-
Zellen allein und in Kombination dargestellt. Konzentrationsabhingig verringerten beide
Zelltod-Aktivatoren das Zelliiberleben, wobei LBPS03 deutlich effektiver wirkte als LBPS05
in gleichen Konzentrationen. Unter Einfluss der beiden Todesliganden TRAIL und TNFa
sank das Zelliiberleben marginal um 11,2+2,8% und 9,245,9%. Eine Kombinationstherapie
aus einem Zelltod-Aktivator mit TRAIL oder TNFa wies auf keine wirkverstirkenden

antiproliferativen Effekte der Zelltod-Aktivatoren hin.
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3.8. LBPSO03 wirkt als Apoptose-Induktor

3.8.1. Identifikation von XIAP als Zielmolekiil des Zelltod-Aktivators LBPS03, das
durch eine mégliche Interaktion die Aktivierung der Caspasen fordert

Zur Identifikation potenzieller Zielstrukturen des Zelltod-Aktivators LBPS03 wurden
Western-Blot-Analysen fiir die drei prominentesten IAPs XIAP, c-IAP1 und c-IAP2
durchgefiihrt. Sowohl LBPS03 als auch LBPS05 wurden identifiziert, um mit der BIR3-
Domine der IAPs =zu interagieren. Die konzentrationsabhingigen Effekte des
Zelltod-Aktivators LBPS03 werden in Abbildung 17 dargestellt. Die relative Expression der
IAPs bezieht sich auf das Expressionsniveau von kontrollbehandelten Zellen
und wurde nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden bestimmt. LBPS03 bewirkte
eine starke Degradierung seines potentiellen Zielmolekiils XIAP, wohingegen fiir
die beiden untersuchten zelluliren IAPs eine signifikante Zugabe des Proteinniveaus
unter Einfluss des Zelltod-Aktivators beobachtet werden konnte. Die hohen
angewandten Dosen des Zelltod-Aktivators sind aus pharmakologischer Sicht kritisch, sollten
aber dazu dienen, das Potential der Substanz zu erkennen und Tumorzellen erheblich zu

stressen.

In Abbildung 17 A wird die signifikante Abnahme des XIAP-Expressionsniveaus in der
Abhdngigkeit der applizierten = LBPS03-Konzentrationen ersichtlich.  ClearCa-2-
Zellen exprimierten unter Kontrollbedingungen sehr stark das antiapoptotische
Protein XIAP, welches in Western-Blot-Analysen bei 53 kDa detektiert wurde. Die
Verwendung einer 10 uM LBPSO03-Losung verringerte das XIAP-Expressions-
level um 24,7+11,5%. Unter den verwendeten experimentellen Bedingungen wurde
die stiarkste Reduktion durch eine Konzentration von 40 uM erzielt. Das Protein-
niveau wurde um 51,5 +11,0% im Vergleich zur Kontrolle verringert. Die konzentrations-
abhingige Abnahme des XIAP-Proteingehalts ging mit einer verstirkten Expression
einer XIAP-Variante einher, die bei etwa 70 kDa nachgewiesen werden konnte.
Die Variante und ihre Entstehung konnten im Rahmen meiner Dissertation nicht
aufgeklirt werden. Vermutlich handelt es sich jedoch um eine posttranslationale Modifikation
von XIAP, zum Beispiel durch Ubiquitinierung, was fiir einen proteosomalen Abbau des

Proteins sprechen wiirde.
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Abbildung 17: Western-Blot-Analyse zur Regulation der IAPs durch den Einfluss von LBPS03. Auf den
x-Achsen sind die verschiedenen eingesetzten Konzentrationen des Zelltod-Aktivators LBPS03 abgebildet.
Die y-Achse beschreibt die relative Expression des Zielproteins zur Expression in kontrollbehandelten Zellen
(0,1% DMSO). ClearCa-2-Zellen wurden (ber einen Inkubationszeitraum von 24 Stunden mit verschiedenen
LBPS03-Konzentrationen inkubiert und die Proteine isoliert. Auf einer 10%-igen SDS-PAGE wurden 50 ug
Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetragen und der Western Blot mit Primarantikérpern fiir A) XIAP, B)
c-IAP1 und C) c-IAP2 (Santa Cruz) durchgefihrt. Die densitometrische Quantifizierung der Proteinbanden
erfolgte durch die Expression des Proteins relativ zur Ladungskontrolle (a-Tubulin). Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen. D) Die statistische Auswertung wurde mittels Student’s t-test
durchgefiihrt und wird tabellarisch unterhalb der Graphen abgebildet.

In Abbildung 17 B und 17 C werden die konzentrationsabhédngigen Einfliisse des Zelltod-
Aktivators LBPS03 auf das Expressionsniveau der beiden IAPs c-IAP1 und c-IAP2
analysiert. Unter Zugabe von LBPS03 in einer Konzentration von 10 pM nahm die
Expression von c-IAP1 um 47,849,4% zu. Die konzentrationsabhingige Zunahme der
Expression von c-IAP1 blieb in hoheren Dosen dagegen aus. Eine 10 pM-LBPS03-Losung
forderte den Anstieg des Proteinniveaus von c-IAP2 um 78,2+32,4%. Eine Konzentration von
30 uM ermoglichte eine Verstiarkung der c-IAP2-Expression um 123,84+34,2% im Vergleich

zu kontrollbehandelten Zellen.

Diese Untersuchungen unterstiitzen die Annahme, dass die Interaktion von LBPS03 mit XIAP
eine Inhibierung beziehungsweise Degradierung von XIAP fordert und eine Aktivierung der
Caspasen ermoglicht. Im nachfolgenden Experiment soll die LBPS03-abhingige Aktivierung
der Caspasen durch den Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK aufgehoben werden, um Apoptose zu

unterdriicken.
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Abbildung 18: Nachweis der Caspaseinhibierung in LBPS03-stimulierten Zellen durch den
Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK. Auf der x-Achse werden die verwendeten Substanzen mit den
entsprechenden Konzentrationen aufgefiihrt. Die y-Achse stellt die intrazellulare Aktivierung der Caspasen-2,
-3/-7, -8 und -9 dar. Klarzellige Nierenzellkarzinomzellen der Linie ClearCa-2 wurden (ber einen
Inkubationszeitraum von 72 Stunden mit entsprechenden Substanzen behandelt und die intrazelluléare

Aktivierung der Caspasen mit Hilfe des Caspase-Staining-Kits von Promokine am Durchflusszytometer
bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen.

Wie bereits in Kapitel 3.4. beschrieben wurde, besitzt LBPS03 das Potential, Caspasen zu
aktivieren und den Zelltod zu induzieren. Zu den LBPS03-behandelten Zellen wurden fiir
diese Versuche analoge Proben unter Zugabe des Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK generiert.
Die intrazellulidre Caspaseaktivitit wurde nach 72 Stunden durchflusszytometrisch bestimmt.
In Abbildung 18 wird die Inhibierung der Caspasen durch Z-VAD-FMK in LBPS03-
stimulierten Zellen dargestellt. Der Caspaseinhibitor besitzt das Potential, die Aktivierung der
Initiator- als auch Effektorcaspasen durch LBPS03 aufzuheben. Unter Kontrollbedingungen
wurden in 2,7% bis 4,18% der Zellen aktivierte Caspasen detektiert. Eine alleinige
Applikation des Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK bewirkte keine Verdnderung im
Aktivierungspotential der Caspasen. Abermals konnte die Initiierung der Initiatorcaspasen-8
und -9 wie der Effektorcaspasen-2 und -3/-7 durch LBPS03 im intrazelluldren Caspasenassay
bestitigt werden. Die kombinatorische Applikation von LBPS03 und Z-VAD-FMK reduzierte
signifikant die LBPS03-induzierte Caspaseaktivitit. Die Aktivitdt der Caspase-2 nahm von
46,1+13,5% auf 12,1£2,9% ab, der Caspasen-3/-7 von 18,246,3% auf 9,6+5,2% und der
Caspase-8 von 30,3+8,8% auf 10,4+5,9%. Eine weitere signifikante Verringerung der
Caspase-9-Aktivitit wurde durch Z-VAD-FMK in LBPS03-behandelten Zellen

nachgewiesen, indem die Aktivitdt von 47,1£7,9% auf 9,3+4,9% herabgesetzt wurde.
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3.8.2. Aktivierung von p53 durch den Zelltod-Aktivator LBPS03 in ClearCa-2-Zellen

Neben den Komponenten, die auf Proteinebene an der Vermittlung der Apoptose durch
LBPSO03 eine Rolle spielen, sollte im folgenden Experiment ein analytischer Schwerpunkt auf
das mRNA-Expressionslevel LBPSO3-stimulierter Zellen gelegt werden. Um eine Vielzahl
von Genen abzudecken, die auf Transkriptionsebene durch LBPS03 beeinflusst werden,
wurde ein ,,GeneChip® Human Transcriptome Array 2.0° in Zusammenarbeit mit dem
Biologisch-Medizinischen Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitit
durchgefiihrt. Die Stimulation durch den Zelltod-Aktivator erfolgte iiber 24 Stunden. Fiir die
Analyse wurde Gesamt-RNA aus kontrollbehandelten und LBPS03-stimulierten Zellen in drei
unabhiingigen Versuchen gewonnen und in einem Verhiltnis von 1:1:1 gemischt. Die RNA-

Integritdat wurde durch ein RNA-Agarosegel und durch Analysen des BMFZ bestitigt (Daten
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Abbildung 19: "Gene Ontology (GO)"-Kriterien der biologischen Prozesse durch den Einfluss von
LBPSO03. Auf der x-Achse wird die Anzahl der durch LBPS03-induzierten beziehungsweise reprimierten Gene
dargestellt. Auf der y-Achse sind verschiedene biologische Prozesse nach der Anzahl der beteiligten Gene
aufgelistet. ClearCa-2-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden mit einer 10 pM-LBPS03-Ldsung
inkubiert und die Gesamt-RNA isoliert. Aus drei unabhangigen Versuchen wurde die Gesamt-RNA in einem
Verhaltnis von 1:1:1 gemischt und das Probenmaterial an das BMFZ versandt, das eine Affymetrix-Whole-
Transcript-Expression-Profiling-Analyse durchfuhrte. Gene, die im Vergleich zur Kontrolle um den Faktor 1,5
induziert oder reprimiert wurden, wurden zur Identifikation der GO-Kriterien mittels DAVID Bioinformatics
Resources 6.7 Software verwendet. In Rot werden durch LBPS03 induzierte biologische Prozesse
hervorgehoben, die mit dem Zelltod assoziiert werden.

Das GeneChip® Human Transcriptome Array 2.0 erméglicht den Nachweis der Expression
von mehr als 285.000 full-length-Transkripten. Unter allen moglichen Transkripten wurden
1.232 Gene identifiziert, die um den Faktor 1,5 durch LBPS03 induziert und 1.940 Gene, die
reprimiert wurden. Der Cut-off der regulierten Gene wurde bei 1,5 gesetzt, um moglichst
einen groBen Uberblick der regulierten Gene zu ermdglichen. Die GO-Term-Analyse der

LBPSO03-induzierten Gene wies in mehreren biologischen Prozessen auf die Regulation des
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Zelltodes hin. In  Abbildung 19 sind die biologischen  Prozesse  der
GO-Term-Analyse der LBPS03-induzierten Gene in ClearCa-2-Zellen dargestellt, die eine
Beteiligung von mindestens 55 Genen aufwiesen. Neben der Regulation des Zelltodes,
insbesondere der Apoptose, konnte ein Einfluss auf die Faktoren, die im Kontext mit der
Regulation der Zellabwehr und der Immunantwort stehen, beobachtet werden. Reprimiert
wurden dagegen Gene, die der mesenchymalen Zelldifferenzierung und RNA-Biosynthese-

prozessen zugeordnet werden konnten.

Die Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)-Datenbank findet Verwendung, um
ein hoheres Verstindnis von komplexen Strukturen in biologischen Prozessen zu erlangen.
Die KEGG-Signalweganalyse wurde mit Hilfe der DAVID Bioinformatics Resources 6.7
Software fiir LBPS03-induzierte Gene durchgefiihrt. Fiir LBPS03 konnte festgestellt werden,
dass der p53-Signalweg signifikant induziert wird, in dem 18 Gene direkt am Signalweg
beteiligt sind. Unter den 18 p53-induzierbaren Genen wurden auch Gene identifiziert, die in
einem negativen Feedback-Loop ebenfalls zu einer verstirkten Expression von p53-
Inhibitoren wie MDM2 und MDM4 fithren. Das Gen Damage specific DNA binding protein 2
(DDB2), welches bei der DNA-Reparatur von UV-induzierter DNA-Schéddigung eine
wichtige Funktion iibernimmt (KEENEY et al., 1993), wurde unter LBPSO03-Einfluss im
Affymetrix Array um den Faktor 1,56 induziert (vgl. Tab. 7). Das Ribonucleotide reductase
regulatory TP53 inducible subunit M2B (RRM2B)-Gen sowie Fas und CDKNIA wurden
ebenfalls durch LBPSO3 verstarkt exprimiert. Das Gen Fas kodiert fiir das Fas-
beziehungsweise CD95-Rezeptorprotein. Das LBPSO03-induzierte Gen Tumor necrosis
factor receptor superfamily member 10b (TNFRSF10B), welches fiir das Protein TRAIL-R2
kodiert, besitzt eine intrazellulire Todesdomidne und vermittelt die Apoptose. Das Protein
ist ein Mitglieder der TNF-Rezeptor-Superfamilie und induziert Apoptose durch
Bindung eines Liganden (TNFSF10/TRAIL/APO-L2) an seinen Rezeptor (WALCZAK et al.,
1997).

In Abbildung 20 wird schematisch der p53-Signalweg abgebildet. Die roten Sterne markieren
die Gene, die unter LBPSO03-Einfluss im Vergleich zur Kontrolle induziert wurden. Die
verstiarkte Expression der Gene fordert verschiedenste Zellprozesse wie Apoptose oder
DNA-Reparatur. Die Expression der Gen CDKNIA und Growth arrest and DNA damage-
inducible protein 45 (Gadd45) leiten dagegen den Zellzyklus-Arrest ein.
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Abbildung 20: KEGG-Sighalweg-Analyse. Aktivierung des p53-Signalwegs durch LBPS03-induzierte Gene.
Far alle Gene, die um den Faktor 1,5 durch LBPSO03 in ClearCa2-2 induziert wurden, konnte eine signifikante
Beteiligung des p53-Signalwegs identifiziert werden. Gene, markiert mit einem roten Sternchen, werden durch
LBPSO03 in einer Konzentration von 10 pM nach 24 Stunden in ClearCa-2 Zellen induziert. Die KEGG-
Signalweg-Analyse wurde mit Hilfe der DAVID Bioinformatics Resources 6.7 Software durchgefthrt.

Zur Verifizierung auf Transkriptionsebene einiger ausgewihlter Ergebnisse der Affymetrix-
Array-Analyse wurden semiquantitative Real-Time-PCR-Analysen durchgefiihrt. Zunichst
wurde die Gesamt-RNA in cDNA umgeschrieben. Die PCR-Reaktion wurde mit Hilfe des
IQ5™ SYBR® Green Supermix (BioRad) durchgefiihrt. Durch die Anlagerung von
genspezifischen Primern konnten spezifische Gensequenzen amplifiziert werden. Die
Amplifikation neuer DNA-Molekiile ermdglicht dem Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green
unspezifisch zwischen neu synthetisierten Doppelstringen zu interkalieren. Die Zunahme der
Fluoreszenzintensitit verhilt sich proportional zur DNA-Konzentration. Als Referenzwert
wurde das Housekeeping-Gen GAPDH amplifiziert und diente zur Normalisierung der
mRNA-Expression der zu untersuchenden Gene. Zur Verifizierung der Affymetrix-Daten
wurden als interne Positivkontrollen zwei Gene ausgewihlt, die im Array besonders stark
durch LBPS03 induziert wurden. Das Gen Poliovirus receptor-related 4 (PVRLA4) konnte im
Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen um den Faktor 22,9 induziert werden, das Gen
Activating Transcription Factor 3 (ATF3) um das 12-fache.

In Abbildung 21 A wird der Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPSO3 auf die mRNA-
Expression von p53-induzierbaren Genen dokumentiert. Die x-Achse représentiert die
untersuchten Gene, die y-Achse beschreibt die x-fache Zunahme der mRNA-Expression im
Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen. Fiir jedes Gen wurden drei unabhingige Versuche
durchgefiihrt, die jeweils durch einen Messpunkt dargestellt werden. Die waagerechten

Balken kennzeichnen den Mittelwert aus drei unabhingigen Versuchen.
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Abbildung 21: Relatives mRNA-Expressionsprofil in LBPS03-behandelten ClearCa-2-Zellen. A) Die
relative mMRNA-Expression der durch LBPS03-induzierten Gene ergibt sich aus dem AACt.Wert und bezieht
sich auf die Expression des ,Housekeeping“-Gens GAPDH. Fir die Real-Time-PCR-Analysen wurde dieselbe
Gesamt-RNA verwendet wie fur die Affymetrix-Analysen. ClearCa-2-Zellen wurden unter Kontrollbedingungen
(0,1% DMSO) und unter LBPS03-Einfluss (10 pM) Uber 24 Stunden kultiviert und die Gesamt-RNA isoliert.
Die Gesamt-RNA wurde zunachst in cDNA umgeschrieben und in drei unabhangigen Versuchen, die relative
mRNA im Vergleich zur Kontrolle, durch Real-Time-PCR-Analysen verifiziert. A) Im Dot Plot sind auf der
x-Achse die untersuchten Gene aufgeflihrt, die y-Achse beschreibt die x-fache Zunahme der relativen
Expression der mRNA im Vergleich zur Kontrolle. Die drei Messpunkte jedes Gens stehen flr je einen
unabhéngig durchgefiihrten Versuch. Der Strich symbolisiert den ermittelten Mittelwert (n=3). B) mRNA-
Expressionslevel von zwei Kontrollgenen, die durch LBPS03 in ClearCa-2 besonders stark exprimiert wurden.
Die Gene ATF3 und PVRL4 wurden als interne Kontrolle verwendet (n=1).

Der Zelltod-Aktivator LBPS03 forderte den Anstieg der MDM?2-Expression um den Faktor
5,6. Fiir die beiden p53-induzierbaren Gene RRM2B und Fas konnte das Expressionsniveau
auf 2,78 angehoben werden. Mit Ausnahme von BIRCS5 konnte fiir alle untersuchten Gene ein
Anstieg im mRNA-Expressionsniveau nachgewiesen werden. Ziel der semiquantitativen
Untersuchungen war die Verifizierung der Affymetrix-Daten. In Real-Time-PCR-Analysen
konnte die Beobachtung bestitigt werden, dass PVRL4 und ATF3 um den Faktor 25,8 und
10,8 induziert wurden (Abbildung 21 B + C).

Da beide verwendeten Methoden mit derselben Gesamt-RNA arbeiteten, konnten die Daten
miteinander verglichen werden. Die Tabelle 8 stellt vergleichend die Ergebnisse der
Expressionsanalysen beider verwendeten Methoden aus LBPS03-behandelten Zellen dar. Die
LBPSO3-induzierten Gene werden absteigend nach ihrer x-fachen Zunahme im
Expressionsniveau basierend auf den Ergebnissen der Real-Time PCR aufgelistet. Beide
Methoden bestitigen den regulatorischen Einfluss durch LBPS03 auf Apoptose-
relevante Gene. Zwei weitere interessante Gene, die im Affymetrix Array als LBPS03-
induzierbar identifiziert wurden, sind die Gene Tumor Necrosis Factor, Alpha
-Induced Protein 3 (TNFAIP3), welches fiir das antiapoptotische Protein A20 kodiert, und
PIDD.
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Tabelle 8: Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der LBPS03-induzierten Gene durch die beiden
verwendeten Methoden der Affymetrix-Whole-Transcript-Expression-Profiling-Analyse sowie der Real-
Time-PCR-Untersuchungen. In der Tabelle werden die mRNA-Expressionslevel, die durch LBPS03 in
ClearCa-2-Zellen um das x-fache héher reguliert wurden als in kontrollbehandelten Zellen dargestellt, fiir die
Affymetrix-Analyse wurde der héchste ermittelte Wert aufgefiihrt (n=1), fir die Real-Time-PCR-Daten der
Mittelwert (n=3); n.d. = not done

Gen Affymetrix (hochster Wert) Real-Time PCR (Mittelwert)
MDM2 5,12 5,61
DDB2 1,65 2,79
Fas (CD95) 1,89 2,77
RRM2B 1,63 2,45
MDM4 1,88 1,96
PIDD 1,88 n.d.
CDKN1A 3,36 1,75
TNFRSF10B 1,59 1,56
TNFAIP3 3,77 n.d.
BIRC5 1,76 1,03
Positivkontrollen

ATF3 12,00 10,36
PVRL4 22,94 25,37

Basierend auf den Erkenntnissen, dass LBPSO03 einen betrichtlichen Einfluss auf die
Induktion proapoptotischer Gene und insbesondere auf p53-induzierbare Gene besitzt, wurden
Western-Blot-Analysen zum Nachweis des Proteinniveaus des Tumorsuppressors p53
durchgefithrt. Die Stimulation mit LBPS03 erfolgte iiber 24 Stunden in zwei

unterschiedlichen Konzentrationen.

In Abbildung 22 A wird die konzentrationsabhingige Zunahme von p53 unter Einfluss des
Zelltod-Aktivators LBPS03 abgebildet. Unter Kontrollbedingungen wurde p53 sehr gering in
ClearCa-2-Zellen exprimiert, sodass nur eine sehr schwache Bande im Western Blot bei 53
kDa detektiert werden konnte. Konzentrationsabhingig bewirkte LBPS03 einen signifikanten
Anstieg des p53-Proteinlevels. Bereits eine Konzentration von 10 uM fiihrte zu einer
signifikanten Zunahme der Expression auf 621,5+178,6%. Eine LBPS03-Konzentration von
30 uM induzierte eine knapp 10-fache Verstirkung der p53-Expression im Vergleich zur
Kontrolle, sodass bereits nach einer Behandlungsdauer von 24 Stunden die Expression auf
997,6£190,7% anstieg.

Obwohl eine p53-Aktivierung die transkriptionelle Induktion von p21 in LBPS03-
behandelten Zellen forderte, wurde in Western-Blot-Analysen die signifikante Abnahme der
p21-Proteinexpression in Folge eines LBPS03-Stimulus nachgewiesen. Eine LBPS03-
Konzentration von 10 uM verminderte das p21-Expressionsniveau signifikant um

53,2+11,5%, eine Konzentration von 30 uM reduzierte den Proteinlevel um 60,0+7,0%.
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Abbildung 22: Western-Blot-Analysen zur Expression von p53 und p21 unter Einfluss des Zelltod-
Aktivators LBPS03 in ClearCa-2-Zellen. ClearCa-2-Zellen wurden mit einer 10 pM- und einer 30 pM-
LBPS03-Lésung behandelt. Die Zelllyse und Proteinextraktion erfolgten nach einer Behandlungsdauer von 24
Stunden. Auf einer 12%-igen SDS-PAGE wurden 50 pg Gesamtprotein gelelektrophoretisch aufgetrennt und
die Proteine durch Western-Blot-Analysen detektiert. Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden
erfolgte mit Hilfe der ImageStudio Software von LI-COR. Als Ladungskontrolle wurde a-Tubulin verwendet.
Die Quantifizierung der Proteinbande bezieht sich auf die Expression des Zielproteins in kontrollbehandelten
(0,1% DMSO) ClearCa-2-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen.

Die Affymetrix-Daten wiesen darauf hin, dass das Gen P53-induced protein with a death
domain (PIDD) durch LBPS03 um den Faktor 1,88 induziert werden konnte (vgl. Tab. 8). Da
intrazelluldre Caspaseassays darauf hindeuteten, dass LBPS03 die Aktivierung der
Effektorcaspasen-2 hervorruft (vgl. Abb. 11), sollte in Western-Blot-Analysen der potentielle
Einfluss von LBPS03 auf die Expression von PIDD und damit eine mogliche Aktivierung
iiber den PIDDosom-Komplex untersucht werden. In kontrollbehandelten Zellen konnten
zwel PIDD-Formen detektiert werden. Eine PIDD-Form wurde bei etwa 75 kDa

nachgewiesen, eine weitere bei 60 kDa.
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Abbildung 23: Western-Blot-Analysen zum Einfluss von LBPS03 auf die PIDD-Expression in
ClearCa-2-Zellen. A) Die klarzellige Nierenzellkarzinom-Zelllinie ClearCa-2 wurden mit verschiedenen
LBPS03-Konzentrationen behandelt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fiir Western-Blot-Analysen
aufgearbeitet. Auf einer 10%-igen SDS-PAGE wurden 50 upg Gesamtprotein aufgetragen und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die Detektion der ca. 75 kDa und 60 kDa PIDD-Isoformen wurde durch den
Antikérper LRDD-Antikdrper (Abcam) bestatigt. Die densitometrische Auswertung der Proteinbanden erfolgte
mit Hilfe der ImageStudio Software von LI-COR. Als Ladungskontrolle wurde a-Tubulin verwendet. B) Die
Quantifizierung der Proteinbande bezieht sich auf die Expression des Zielproteins in kontrollbehandelten
ClearCa-2-Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen.
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Der in Abbildung 23 dargestellte Western Blot zeigt reprédsentativ die konzentrations-
abhidngige Zunahme des Proteins PIDD-FL und die Reduktion der PIDD-C-Form. Die
Applikation der verschiedenen LBPS03-Konzentrationen erfolgte iiber 24 Stunden. Die
verwendeten Konzentrationen von 20 uM bis 40 uM bewirkten eine signifikante Zunahme
der PIDD-FL-Proteinexpression um 55,4+21,9% und um 62,9+50,1%. Trotz der grofen
Standardabweichungen ldsst sich innerhalb der unabhingig durchgefiihrten Versuche eine
deutlich steigende Tendenz in der Proteinexpression von PIDD-FL erkennen. Die PIDD-C-
Form wurde durch eine 40 uM-LBPS03-Konzentration degradiert und bewirkte eine
signifikante Abnahme der Proteinmenge um 76,4+25,8%.

3.8.3. LBPSO03 induziert mitochondriale Apoptose

Die effektive Wirkung des Zelltod-Aktivators LBPS03 auf die Aktivierung von p53 in
ClearCa-2-Zellen impliziert die Frage, inwieweit der intrinsische Signalweg iiber die
Mitochondrien in der LBPS03-vermittelten Apoptose eine Rolle spielt. LBPS03 fordert nicht
nur die Abnahme der Proteinkonzentration von XIAP und die damit einhergehende
Aktivierung der Caspase-9 und Caspase-3/-7, sondern unterstiitzt auch die verminderte
Expression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und die Initiierung der Transkription der
Gene PUMA und NOXA (vgl. Abb. 20). Die beiden zuletzt beschriebenen Ereignisse konnten
eine Verdnderung des mitochondrialen Membranpotentials bewirken und damit die
Freisetzung von Smac und Cytochrom ¢ aus dem Intermembranraum der Mitochondrien
veranlassen. Im folgenden Experiment soll der Einfluss von LBPS03 auf die Veridnderung des
mitochondrialen Membranpotentials mit Hilfe des ,,Mitochondrial Apoptosis Staining Kit*
(PromoKine) untersucht werden.

Der verwendete Fluoreszenzfarbstoff MitoCapture liegt im Zytoplasma als griines Monomer
vor, wohingegen er in intakten Mitochondrien akkumuliert und aggregiert und ein leuchtend
rotes Fluoreszenzsignal emittiert. Bricht das mitochondriale Membranpotential in Folge eines
Apoptosestimulus zusammen, kann der Farbstoff nicht mehr in den Mitochondrien
akkumulieren und ldsst sich nur noch im Zytoplasma als griiner Farbstoff nachweisen. Mit
Hilfe von fluoreszenzmikroskopischen Analysen konnen qualitative Verdnderungen im
mitochondrialen Membranpotential unter LBPSO03-Einfluss gut visualisiert werden,
wohingegen quantitative Auswertungen am Durchflusszytometer bestimmt wurden. Die
Abbildung 24 demonstriert eine LBPSO03-induzierte Verdnderung des mitochondrialen
Membranpotentials in ClearCa-2-Zellen, die unter den verwendeten experimentellen

Bedingungen nicht auf eine Bid-Spaltung zuriickzufiihren ist.
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Abbildung 24: Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03 auf das mitochondriale Membranpotential und
das proapoptotische Protein Bid. A) ClearCa-2-Zellen wurden (ber 48 Stunden unter Kontrollbedingungen
(0,1% DMSO) und LBPS03-Einfluss (10 puM) auf Deckglédschen kultiviert und die Zellen mit Hilfe des
Mitochondrial Apoptosis Staining Kit fir fluoreszenzmikroskopische Analysen vorbereitet. Die Bilder wurden
am Fluoreszenzmikroskop generiert und durch das Programm AxioVision verarbeitet. DAPI-haltiges
Eindeckelmedium wurde verwendet, um Zellkerne blau zu farben. MitoCapture als Monomer fluoresziert im
Zytoplasma (griin) und aggregiert in Mitochondrien gesunder Zellen als roter Fluoreszenzfarbstoff (n=3). B)
ClearCa-2-Zellen wurden unter Kontrollbedingungen (0,1% DMSOQO) und LBPS03-Einfluss (10 uM) Uber
72 Stunden behandelt und die Zellen fiir durchflusszytometrische Analysen durch das Mitochondrial Apoptosis
Staining Kit vorbereitet. Die x-Achse beschreibt die Zunahme des griinen MitoCapture-Monomers im
Zytoplasma und wurde im FL1-Kanal bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchen. C) ClearCa-2 Zellen wurden mit 10 uM LBPS03 Uber einen Zeitraum von 24, 48
und 72 Stunden stimuliert und die Zellen fiir Western-Blot-Analysen vorbereitet. Auf einer 15%-igen SDS-
PAGE wurden 50 ug Gesamtprotein aufgetragen und gelelekirophoretisch aufgetrennt. Im Western Blot wurde
Bid durch einen Anti-Bid-Antikdrper detektiert. Als Kontrolle wurden 50 pg Gesamtprotein, isoliert aus
Etoposide-behandelten Jurkat-Zellen, aufgetragen. Jurkat-Zellen wurden tber 6 Stunden mit 50 uM Etoposide
behandelt und die Zellen fiir Western-Blot-Analysen vorbereitet. Die Proteinlysate wurden mir
freundlicherweise von Franca Bergfelder zur Verfligung gestellt. KO=Jurkat- Zellen behandelt mit Etoposide in
50 uM Uber 6 Stunden (n=3).

Die Abbildung 24 A zeigt reprisentativ Fluoreszenzbilder, die Aussagen zum
mitochondrialen Membranpotential in kontroll- und LBPS03-behandelten Zellen
ermdoglichen. In gesunden Zellen, wie hier unter Kontrollbedingungen, lag der MitoCapture-
Farbstoff als grilnes Monomer im Zytoplasma vor, konnte aber zugleich in gesunden
Mitochondrien akkumulieren und emittierte ein leuchtend rotes Fluoreszenzsignal. In Folge
eines LBPS03-Stimulus wiesen die Verdnderungen in der Fluoreszenzintensitit des rot
emittierenden Farbstoffs darauf hin, dass LBPS03 eine Verinderung des Membranpotentials
bewirkte. In LBPSO3-behandelten Zellen nahm das griine Fluoreszenzsignal im Zytoplasma

zu, wohingegen der rote Farbstoff nur noch vereinzelt nachgewiesen werden konnte.
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Die durchflusszytometrischen Analysen, die in Abbildung 24 B dargestellt werden,
bestitigten die qualitativen Untersuchungen zur Verdnderung des mitochondrialen
Membranpotentials unter Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03. Nach einer
Inkubationsdauer von 72 Stunden induzierte LBPSO3 eine Verstirkung in der Fluoreszenz-
intensitét des griinen MitoCapture-Farbstoffes von 1,5+0,3% auf 8,5+1,4%. Obwohl LBPS03
die Aktivierung der Caspase-8 forderte, konnte unter verwendeten experimentellen

Bedingungen keine Bid-Spaltung in Western-Blot-Analysen nachgewiesen werden.

3.8.4. Durch LBPS03 werden Phosphatidylserine an die duBere Membran transloziert

Die Translokation von Phosphatidylserinen an die &@uBere Plasmamembran dient zur
Kennzeichnung apoptotischer Zellen, um von Makrophagen erkannt und eliminiert zu
werden. Die Auslagerung von Phosphatidylserinen an die duflere Membranseite kann durch

eine Annexin-V-Firbung im Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden.

A Kontrolle B LBPS03 [10 pM]
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Abbildung 25: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung zum Nachweis von translozierten
Phosphatidylserinen. A) ClearCa-2-Zellen wurden unter Kontrollbedingungen (0,1% DMSO) und unter
LBPSO03-Einfluss (10 pM) Uber 72 Stunden kultiviert und die Zellen fir fluoreszenzmikroskopische
Untersuchungen durch das ,Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells Detektion Kit* von PromoKine vorbereitet. In
apoptotischen Zellen bindet Annexin V (griin) an die translozierten Phosphatidylserinen der &uBeren
Membran. FITC-Annexin V emittiert bei einer Wellenlange von 514 nm ein grines Fluoreszenzsignal.
Nekrotische Zellen verlieren ihre zelluldre Plasmamembranintegritdt, sodass der Fluoreszenzfarbstoff
Ethidium Homodimer Il in die DNA interkalieren kann und ein leuchtend rotes Fluoreszenzsignal bei
617 nm aussendet. Der Farbstoff ist impermeabel fir gesunde oder apoptotische Zellen. Der DNA-Farbstoff
Hoechst33342 emittiert blaues Licht bei einer Wellenldnge von 461 nm und wird zur Kernfarbung der
kompletten Zellpopulation verwendet. Spéatapoptotische Zellen weisen sowohl eine Griin- sowie eine
Blauférbung auf, wohingegen Zellen, bei denen alle drei Farbstoffe auftreten, als tote Zellen identifiziert
werden kdnnen, die sich von einer apoptotischen Zellpopulation herleiten (n=3).

Zum Nachweis Annexin-V-positiver Zellen wurde das ,,Apoptotic/Necrotic/Healthy Cells
Detection Kit“ (PromoKine) verwendet. In diesem Kit wird auf drei verschiedene
Fluoreszenzfarbstoffe zuriickgegriffen, die eine Differenzierung zwischen apoptotischen,

sekundiren nekrotischen und gesunden Zellen ermoglicht.
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Die Abbildung 25 zeigt représentative fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen zur
Translokalisation von Phosphatidylserinen an die &duBere Plasmamembran in LBPS03-
stimulierten Zellen. Unter Kontrollbedingungen wurden keine Annexin-V-positiven Zellen
detektiert, wohingegen unter Zugabe von LBPSO03 ein deutliches Fluoreszenzsignal im
Fluoreszenzmikroskop zu erkennen war. Entlang der Plasmamembran bindet Annexin V an
translozierte Phosphatidylserine. Zumeist trat translokalisiert eine Annexin-V-Firbung mit
EthD-III-positiven Zellen auf. Doppelt positive LBPS03-behandelte Zellen weisen auf eine
tote Population hin, was einem apoptotischen Schicksal zu Grunde lag. Unter
Kontrollbedingungen weisen vereinzelte Zellen eine EthD-III positive Firbung auf, die

moglicherweise auf die Effekte des Losungsmittels zuriickzufiihren sind.

3.8.5. Hinweis auf die Unterdriickung einer LBPS03-induzierten PARP-Spaltung
durch die Verwendung des Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK

Einige Untersuchungen dieser Arbeit weisen deutlich auf eine LBPSO03-induzierte p53-
Aktivierung und die damit einhergehende Initiierung der Apoptose hin. In Abbildung 18
konnte bereits gezeigt werden, dass Caspasen durch LBPS03 zeitabhingig initiiert werden
und ex aequo durch die Verwendung des pan-Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK gehemmt
werden. Die Wirkung des Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK in Kombination mit dem Zelltod-
Aktivator LBPS03 auf das Zelliiberleben wurde im nachfolgenden Experiment untersucht.
Des Weiteren sollte der Einfluss des Caspaseinhibitors auf die LBPSO03-induzierte p53-
Aktivierung und die PARP-Spaltung mittels Western-Blot-Analysen iiberpriift werden.

Das Zelliberleben von ClearCa-2-Zellen wurde nach einer Behandlungsdauer von
72 Stunden unter Kontrollbedingungen und unter Verwendung des Zelltod-Aktivators
LBPS03 in Kombination mit Z-VAD-FMK und dem RIP1-Inhibitor Nec-1 bestimmt. Fiir die
Western-Blot-Analysen wurden ClearCa-2-Zellen iiber einen Zeitraum von 72 Stunden mit
LBPSO03 in einer Konzentration von 10 uM stimuliert. Parallel wurden unter angewandten
experimentellen Bedingungen vergleichbare Proben unter Zugabe des Caspaseinhibitors
generiert. Abbildung 26 A dokumentiert das Zelliiberleben von ClearCa-2-Zellen unter
Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03 in Kombination mit Z-VAD-FMK und
Nec-1. In LBPS03-stimulierten Zellen konnte das Zelliiberleben im Vergleich zu kontroll-
behandelten Zellen signifikant auf 24,1+4,9% reduziert werden. Der Caspaseinhibitor allein
beeinflusste das Zelliiberleben nur marginal und verringerte das Uberleben um 8,5+0,6%.
Eine kombinatorische Applikation der beiden Substanzen stabilisierte das Uberleben der

Zellen signifikant um 24,1% im Vergleich zu LBPS03-stimulierten Zellen. Da die Apoptose
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durch den Caspaseinhibitor spezifisch blockiert werden kann, besteht die Moglichkeit, dass in
LBPSO3-stimulierten Zellen unter Zugabe des Z-VAD-FMK eine alternative Form des

Zelltodes induziert wird.
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Abbildung 26: Wirkung von LBPS03 in Kombination mit Z-VAD-FMK auf das Zelliiberleben und die
Proteinlevel von PARP und p53. A) ClearCa-2-Zellen wurden (ber einen Behandlungszeitraum von
72 Stunden mit LBPS03 stimuliert. Parallel dazu wurden die stimulierten Zellen mit dem Caspaseinhibitor
Z-VAD-FMK oder dem Nekroptoseinhibitor Nec-1 behandelt. Letztlich wurden alle drei Komponenten
zusammen getestet. Auf der x-Achse ist das Zelliberleben dargestellt, die y-Achse kennzeichnet die
verwendeten Substanzen jeder Probe. Mittels Proliferationsanalysen konnte das Zelliberleben quantifiziert
werden. Das relative Zelliberleben bezieht sich auf das Zelliberleben unter Kontrollbedingungen
(0,56% DMSO). Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen Versuchen. B) Detektion der PARP-
Spaltung und p53-Induktion durch LBPS03-Einfluss in Kombination mit dem Caspaseinhibitor
Z-VAD-FMK. Die Substanzen wurden Uber einen Zeitraum von 72 Stunden appliziert und die Proben fir
Western-Blot-Analysen aufgearbeitet. Fiir den Nachweis der PARP-Spaltung wurden 20 pg Gesamtprotein auf
einer 8%-igen SDS-PAGE aufgetragen (n=3). Zur Detektion der p53-Expression wurden 50 pg Gesamtprotein
auf einer 10%-igen SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt (n=2). Die densitometrische Auswertung der
Proteinbanden erfolgte mit Hilfe der ImageStudio Software von LI-COR. Als Ladungskontrolle wurde a-Tubulin
verwendet.

Ein aktuell viel diskutierter Caspase-unabhingiger Zelltodmechanismus ist die Nekroptose.
Vergleichbar zur Apoptose handelt es sich bei der Nekroptose ebenfalls um eine
programmierte Form des Zelltodes. Ein wichtiges Molekiil dieses Signalweges ist die Kinase
RIP1, welche durch das Necrostatin-1 inhibiert werden kann. Werden Caspasen in LBPS03-
stimulierten Zellen blockiert, besteht die Maoglichkeit eines RIP1-abhingigen
Zelltodschicksals. Um dieses Szenario auszuschlieBen, wurde der RIP1-Inhibitor zusitzlich
appliziert. Die Proliferationsanalysen ergaben jedoch, dass die kombinatorische Anwendung
des Zelltod-Aktivators LBPS03 mit Nec-1 zu keinen signifikanten Anderungen im
Zelliiberleben im Vergleich zu LBPS03-stimulierten Zellen fiihrte. Auch die Kombination aus
LBPS03, Nec-1 und Z-VAD-FMK steigerten das Zelliiberleben im Vergleich zu der
Kombination aus LBPS03 und Z-VAD-FMK nicht signifikant. Diese Untersuchungen zeigen,
dass der Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK das Zelliiberleben von LBPS03-behandelten Zellen

nur geringfiigig retten kann.
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Im Hinblick auf die Fihigkeit des Caspaseinhibitors, eine LBPS03-abhingige Aktivierung der
Caspasen zu unterdriicken, sollte im Folgenden die Hemmung der Caspasen auf Western-
Blot-Ebene untersucht werden. Wie bereits gezeigt werden konnte, induziert LBPSO3 eine
Caspase-3-abhingige Spaltung seines Substrats PARP (vgl. Abb. 12 C). Unter Einfluss des
Caspaseinhibitors wurde eine deutlich verminderte Bandenintensitdt des PARP-Spaltprodukts
(Abb. 26 B) in LBPS03-stimulierten Zellen nachgewiesen. Diese Ergebnisse untermauern die
Analysen der intrazelluliren Caspaseassays, dass Caspase-3 unter Zugabe des
Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK in LBPS03-stimulierten Zellen signifikant gehemmt werden
kann. Die durchgefiihrten Western-Blot-Analysen deuten darauf hin, dass eine LBPS03-
induzierte Caspase-3-abhingige PARP-Spaltung durch den Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK

aufgehoben werden kann.

Western-Blot-Analysen aus Kapitel 3.8.2 zeigten bereits eine starke Induktion der pS53-
Expression nach LBPS03-Stimulation, die ebenfalls dazu fiihrt, dass p53-abhiingige Gene
induziert werden konnten (vgl. Abb. 20). Die in Abbildung 26 B durchgefiihrten Western-
Blot-Analysen dokumentieren erneut die verstirkte Expression des Tumorsuppressors p53
unter LBPS03-Einfluss nach 72 Stunden. Die Bandenintensitdt des Proteins p5S3 nahm im
Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen um das 12-fache zu. Durch die Kombination aus
LBPSO03 und dem Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK konnten erste Hinweise auf eine Zunahme
der pS3-Proteinexpression auf Western-Blot-Ebene nachgewiesen werden. Bezogen auf die
Expression der Kontrolle wurde das Protein auf 2115,8+897,1% hochreguliert und zeigte
damit eine doppelt so starke Expression wie in LBPS03-Einzelbehandlung. In Abbildung
26 B wird ein Western Blot dargestellt, in dem die Zunahme der p53-Stabilisierung unter
Verwendung des Zelltod-Aktivators LBPS03 und des Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK

besonders deutlich zu erkennen ist.

3.8.6. LBPS03 bewirkt eine Stabilisierung der Kinase RIP1 und aktiviert den
NF-kB-Signalweg

Der TNF-Rezeptor vermittelt eine Vielzahl von Signalen, die in unterschiedlichen

Zellschicksalen miinden. VANDEN BERGHE und Kollegen (2015) bezeichnen TNF als

»Masterregulator fiir Entziindungs- und Zelltodmechanismen®. Die Aktivierung des

TNF-R1 fiihrt zu einer NF-kB-Aktivierung durch die Formierung des Komplex I, in dem

RIP1 eine wichtige Rolle spielt. Welchen Einfluss LBPS03 auf RIP1 und NF-kB-Expression

besitzt, sollte nachfolgend durch Western-Blot-Analysen untersucht werden.
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Konzentrationsabhiingig wurde LBPSO03 iiber 24 Stunden auf ClearCa-2-Zellen appliziert und
Zellen fiir Western-Blot-Analysen vorbereitet. Die Abbildung 27 zeigt die leichte,
konzentrationsabhinige Zunahme der RIPI1-Proteinmenge unter Zugabe des Zelltod-
Aktivators LBPS03. Die spezifische Proteinbande fiir RIP1 wurde bei 76 kDa nachgewiesen.
Die densitometrischen Auswertungen ergaben, dass die verwendeten Konzentrationen von
5 uM, 20 uM und 40 uM signifikant das Proteinniveau auf 125,1+£16,1%, 149,3+£26,9% und
145,3+£26,7% anhoben. Unter Kontrollbedingungen wurde eine schwache Bande des
gespaltenen RIP1 bei einer Hohe von 45 kDa detektiert. Die verwendeten LBPS03-
Konzentrationen von 5 uM und 10 pM bewirkten eine Zunahme der Bandenintensitit des
RIP1-Spaltprodukts, wohingegen ab einer Konzentration von 20 uM das Spaltprodukt nicht
mehr nachgewiesen werden konnte. Unter den verwendeten experimentellen Bedingungen
konnte in ClearCa-2-Zellen das Protein RIP3 nur duBerst schwach nachgewiesen werden

(Daten hier nicht gezeigt).
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Abbildung 27: Einfluss von LBPS03 auf die Proteinexpression von RIP1 in ClearCa-2-Zellen. ClearCa-2-
Zellen wurden mit verschiedenen LBPS03-Konzentrationen behandelt und nach 24 Stunden fir Western-Blot-
Analysen aufgearbeitet. Auf einer 10%-igen SDS-PAGE wurden 20 pug Gesamtprotein aufgetragen und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Die relative RIP1-Expression bezieht sich auf die Kontrolle (0,1% DMSO)
und wurde densitometrisch am Infrarot-Imager bestimmt. Der Nachweis von ao-Tubulin dient als
Ladungskontrolle. Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier unabhangigen Versuchen.

Eine mogliche TNF-vermittelte Aktivierung des NF-kB-Signalwegs durch LBPS03 sollte im
nachfolgenden Experiment untersucht werden. Die leichte Stabilisierung der Kinase RIPI
durch LBPS03 konnte auf einen TNF-RI-vermittelten Zelltod hindeuten. Konzentrations-
abhingig wurde LBPSO3 fiir 24 Stunden auf ClearCa-2-Zellen appliziert und anschlieend

wurden Zellen fiir Western-Blot-Analysen vorbereitet.

In Abbildung 28 sind die relative IkBa-Expression sowie die NF-kB-Expression der nativen
sowie der phosphorylierten Form unter LBPS03-Einfluss auf Proteinniveau dargestellt. Unter
den verwendeten Versuchsbedingungen forderte LBPSO03 eine signifikante Reduktion der
Kinase IkBa. Fiir kontrollbehandelte Zellen konnte eine intensive Proteinbande bei 39 kDa

detektiert werden. Im Vergleich dazu bewirkte LBPS03 in einer Konzentrationen von 10 uM



Ergebnisse | 82

und 30 uM eine signifikante Verminderung des Proteinniveaus um 35,1+15,5% und
45,5+20,3%. Die Abbildung 28 B+C zeigt, dass unter Kontrollbedingungen die p65-
Untereinheit von NF-«xB und seine phosphorylierte Form konstitutiv exprimiert und auch
phosphoryliert wurden. Fiir beide NF-kB-Formen wurde im Western Blot eine Proteinbande
bei 65 kDa detektiert. Die starke Expression des NF-kB-p65-Inhibitors IxkBa weist auf eine
Hemmung des NF-xB-Signalweges hin, die unter LBPS03-Einfluss aufgehoben werden
konnte, indem IxkBoa degradiert und NF-kB verstirkt phosphoryliert wurde. FEine
Konzentration von 5 uM forderte bereits eine signifikante Zunahme der phosphorylierten

Form um 48,6£13,7%, die von 10 uM um 42,5+15,3%.
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Abbildung 28: Western-Blot-Analysen zum Einfluss von LBPS03 auf die Proteinexpression von IkBa,
NF-kB und seiner phosphorylierten Form Phospho-NF-kB. ClearCa-2-Zellen wurden Uber
24 Stunden mit LBPS03 in den angegebenen Konzentrationen behandelt, die Zellen lysiert und fir Western-
Blot-Analysen vorbereitet. A) Auf einer 12%-igen SDS-PAGE wurden 50 upg Gesamtprotein
gelelektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit einem Anti-IkBa-Antikérper nachgewiesen. Die x-
Achse beschreibt die verwendete Konzentration, die y-Achse die relative Proteinexpression bezogen auf
kontrollbehandelte Zellen (0,1% DMSOQO). Die densitometrische Auswertung wurde mittels Infrarot-Imager
bestimmt Reprasentativer IkBa-Western-Blot zu den densitometrischen Auswertungen. B)+C) Auf eine 10%-
igen SDS-PAGE wurden 20 ug Gesamtprotein aufgetragen und Western-Blot-Analysen mit einem p65-
spezifischen NF-kB-Antikdrper des phosphorylierten und nichtphosphorylierten Proteins durchgefuhrt. Die x-
Achse beschreibt die verwendete Konzentration, die y-Achse die relative Proteinexpression bezogen auf
kontrollbehandelte Zellen (0,1% DMSO). Um die Effekte des Zelltod-Aktivators zu verdeutlichen, beginnt die
Achse bei 80%. Die relative Proteinmenge wurde densitometrisch am Infrarot-Imager bestimmt. Als
Ladungskontrolle wurde a-Tubulin verwendet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei unabhéngigen
Versuchen.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass LBPS03 den kanonischen NF-xB-Signalweg
beeinflusst, indem es den Inhibitor IkBa degradiert und NF-kB phosphoryliert, das somit die
Translokalisation der p65-Untereinheit in den Nukleus bewirkt und die Transkription
induziert. Die Aktivierung des NF-xB-Signalwegs kann die Hochregulation von anti-
apoptotischer Proteinen wie A20 und c-FLIP; (VANDEN et al., 2014), aber auch c-IAPs und

antiapoptotische Mitglieder der Bcl-Familie (VANDEN BERGHE et al., 2015) fordern. In einer
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negativen Feedback-Schleife kann A20 darauthin die K63-Polyubiquitinketten von RIP1
entfernen (WERTZ et al., 2004). Neben A20 fordert CYLD die Entfernung der
Polyubiquitinketten von RIP1, das wiederum die Dissoziation der Kinase RIP1 vom TNF-R1
ermOglicht und als dessen Folge sich der DISC-Komplex oder der TRADD-abhingige
Komplex IIb formiert (vgl. Abb. 2; zusammengefasst in VANDEN et al., 2014).

Das ,,Ubiquitin Proteomic Array* von R&D Systems dient zum Nachweis einer Vielzahl von
ubiquitinierten Proteinen. Dieses Array wurde verwendet, um den Einfluss des Zelltod-
Aktivators LBPS03 auf die Ubiquitinierung Tumor-relevanter Proteine zu analysieren.
Posttranslationale Regulationen von Proteinen bewirkten essentielle Veridnderungen in
Signaltransduktionswegen von Zellen. Sowohl externe als auch interne Signale fordern diese
posttranslationalen Modifikationen, die zu einer Aktivierung beziehungsweise Inaktivierung
der Proteine fithren konnen. Die Ubiquitinierung ist eine posttranslationale Modifikation, die

zur Kennzeichnung von Proteinen fiihrt, die proteosomal abgebaut werden konnen.
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Abbildung 29: Dot-Blot-Analysen zum Ubiquitinierungsstatus ausgewdéhliter Apoptose-relevanter
Proteine unter LBPS03-Einfluss. A) Die ClearCa-2-Zellen wurden unter Kontrollbedingungen
(0,1% DMSO) und in Anwesenheit von 30 uM LBPSO083 firr 48 Stunden inkubiert und die Zellen fiir ein Ubiquitin
Proteomic Array (R&D System) vorbereitet. 250 ug Gesamtprotein wurden fir das Array verwendet. Auf der
y-Achse ist die x-fache relative Ubiquitinierung eines Proteins abgebildet. Die relative Ubiquitinierung wurde
auf einen Referenzwert normiert und bezieht sich auf die Kontrolle. Die quantitative Ubiquitinierung wurde
densitometrisch mittels Infrarot-Imager ausgewertet. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhangigen
Versuchen. B) Reprasentativer Dot Blot des Ubiquitin Proteomic Array von R&D System zu den quantitativen
Analysen unter Kontrollbedingungen und LBPS03-Einfluss.

Die Abbildung 29 B =zeigt reprédsentativ einen Dot Blot zum Ubiquitinierungsstatus
ausgewdhlter antiapoptotischer Proteine unter Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03. Als
Ladungskontrolle dient ein Assay-spezifisches Referenzprotein, dessen Intensitit
densitometrisch bestimmt wurde. Die ermittelte relative Pixelintensitit einzelner Proteine

wurde auf die Ladungskontrolle normiert. Unter Kontrollbedingungen wiesen die Proteine
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A20, Bcl-2, NIK und p21 keine bis geringe Ubiquitinierungen auf. Die Applikation
des Zelltod-Aktivators LBPS03 gab Hinweise auf eine verstirkte Ubiquitinierung
der genannten Proteine in ClearCa-2. Neben der qualitativen Zunahme der Expressionsstirke
anhand des Dot Blots fiihrten densitometrische Analysen zu einer quantitativen Aussage,
die in Abbildung 29 A dargestellt wurden. Unter den verwendeten experimentellen
Bedingungen forderte LBPSO3 eine starke Ubiquitinierung fiir das Protein A20. Das Protein
wurde um das 4,5+0,2-fache ubiquitiniert als in vergleichsweise kontrollbehandelten
Zellen. Die Expressionsanalysen ergaben zudem, dass die Kinase NIK, die im nicht-
kanonischen Signalweg eine entscheidende Rolle spielt, durch LBPSO3 um den Faktor
2,6+0,0 ubiquitiniert wurde. Auch fiir das antiapoptotische Protein Bcl-2 konnte eine
Veridnderung im Ubiquitinierungsstatus beobachtet werden, sodass nach Zugabe des Zelltod-
Aktivator, das Protein um das 3,51+0,59-fache ubiquitiniert wurde. Fiir das Protein p21 wurde

eine Zunahme der Ubiquitinierung um 100% detektiert.

3.9. LBPSO05 induziert einen Nekroptose-ahnlichen Zelltod

Da der neuartige Zelltod-Aktivator LBPSO5 im Gegensatz zu LBPSO3 keinen Hinweis
auf eine Beteiligung zur Apoptosemaschinerie zeigte, sollten die nachfolgenden
Untersuchungen die Hypothese iiberpriifen, ob LBPS05 einen Nekroptose-dhnlichen Zelltod
induziert, da bereits im Vorfeld ein Caspase-unabhingiger Zelltod beobachtet werden konnte.
Aus diesem Grund fanden die beiden Nekroptoseinhibitoren Necrostatin-1 (Nec-1) sowie
Necrosulfonamide (NSA) Anwendung. Im Gegensatz zu Nec-1, welches die RIP1-RIP3-
Interaktion unterbindet, ist NSA in der Lage, durch seine kovalente N-terminale
Bindung an MLKL die Interaktion des Necrosoms mit Downstream-Effektoren zu verhindern
(vgl. Abb. 2).

Einige hier nicht dargestellte Experimente zeigten, dass LBPSO5 nur in geringem Ausmal
Apoptose-relevante  Gene und Proteine beeinflusst, und auch keine signifikante
Verdnderung im mitochondrialen Membranpotential forderte. Des Weiteren konnte durch
LBPSO5 keine Translokalisation von Phosphatidylserine nachgewiesen oder eine
Beteiligung von p53 beobachtet werden. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit lag daher auf

der Identifikation von Komponenten des Signalweges, die zum Zelltod fiihren.
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3.9.1. LBPSO05 stabilisiert in ClearCa-2 die zellularen I1APs

Im nachfolgenden Experiment soll der Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPSOS5 auf seine
potentiellen Zielstrukturen untersucht werden. Unter Beriicksichtigung dieser Aspekte wurden
Western-Blot-Analysen durchgefiihrt, um die Wirkung von LBPSO5 auf Expressionsebene
der Proteine c-IAP1, c-IAP2 und XIAP zu analysieren und Hinweise auf den Einfluss von
moglichen Targetstrukturen zu untersuchen. Klarzellige Nierenzellkarzinomzellen der Linie
ClearCa-2 wurden unter Kontrollbedingungen und unter einer konzentrationsabhingigen
Zugabe des Zelltod-Aktivators iiber 24 Stunden stimuliert und die Zellen fiir Western-Blot-

Analysen vorbereitet.
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Abbildung 30: Western-Blot-Analyse zur Regulation der IAPs unter Einfluss des Zelltod-Aktivators
LBPSO05. Auf den x-Achsen sind die verwendeten Konzentrationen des Zelltod-Aktivators LBPS05 abgebildet.
Die y-Achse beschreibt die relative Expression des Zielproteins bezogen auf die Kontrolle (0,1% DMSO).
ClearCa-2-Zellen wurden uber 24 Stunden mit LBPS05 stimuliert und die Proteine fur Western-Blot-Analysen
vorbereitet. Auf einer 10%-igen SDS-PAGE wurden 50 pg Gesamtprotein aufgetragen und
gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der Western Blot wurde mit den Primé&rantikérpern fiir A) XIAP, B) c-IAP1
und C) c-lIAP2 (Santa Cruz) durchgefiihrt. Die Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte durch die
Expression des Proteins relativ zur Ladungskontrolle (a-Tubulin). Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéngigen Versuchen. D) Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Student's t-test und wird
tabellarisch unterhalb der Graphen abgebildet.

Abbildung 30 A zeigt die marginale Verdnderung im XIAP-Expressionsniveau unter Zugabe
des Zelltod-Aktivators LBPS05. Die verwendeten Konzentrationen zwischen 5 pM und
30 uM bewirken keine signifikanten Anderungen im Proteinlevel von XIAP, wohingegen die

hochste verwendete Konzentration von 40 uM eine signifikante Reduktion des Proteins XIAP
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um 39,5+9,9% im Western Blot forderte. In Abbildung 30 B+C sind die leicht
stabilisierenden beziehungsweise induzierenden Effekte des Zelltod-Aktivators LBPSOS5 auf
die beiden zelluldren IAPs dargestellt. Fiir das antiapoptotische Protein c-IAP1 konnte bereits
in geringen Konzentrationen ein stabilisierender beziehungsweise induzierender Effekt auf
den Proteingehalt beobachtet werden. Die verwendeten Konzentrationen von 10 uM und
30 uM bewirkten eine signifikante Zunahme der Proteinexpression um 30,7+11,6% und
40,2£16,9% im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen (Abb. 30 B). Die leicht
stabilisierenden Finfliisse der Substanz LBPS05 auf die Proteinmengen vom c-IAP2 in
geringen Konzentrationen werden in Abb. 30 C dargestellt. Unter den genannten
Versuchsbedingungen forderte LBPS0S in einer Konzentration von 10 uM eine signifikante
Induktion beziehungsweise Stabilisierung des Proteins c-IAP2 um 13,2+3,8%. In hoheren
Dosen blieb der stabilisierende Effekt auf das Protein c-IAP2 dagegen aus. Fiir den Zelltod-
Aktivator LBPS05 konnte kein direktes Zielmolekiil durch diese Western-Blot-Analysen

identifiziert werden.

3.9.2. LBPSO05 fiihrt zu einer Induktion von Genen, die im Zusammenhang mit einer
Zytokine-Zytokine-Interaktion stehen

Vorhergehende Untersuchungen des neuartigen Zelltod-Aktivators LBPSOS zeigten bereits,
dass es sich um einen nichtapoptotischen Zelltod handelt, der Caspase-unabhiingig verliuft.
Wie bereits fiir LBPS03 beschrieben, wurde auch fiir LBPS05 ein Affymetrix ,,GeneChip®
Human Transcriptome Array 2.0“ in Kooperation mit dem Biologisch-Medizinischen
Forschungszentrum (BMFZ) der Heinrich-Heine-Universitit durchgefiihrt. Fiir die Analyse
wurde Gesamt-RNA aus LBPSO0S5-stimulierten Zellen nach einer Behandlungsdauer von
24 Stunden gewonnen und die Gesamt-RNA aus drei unabhingigen Versuchen in einem
Verhiltnis von 1:1:1 gemischt. Im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen wurden insgesamt
146 Gene unter Zugabe von LBPS05 beeinflusst: 74 Gene wurden mindestens um den Faktor
1,5 induziert und 72 Gene reprimiert.

Die GO-Term-Analysen der biologischen Prozesse in Abbildung 31 zeigen, dass
ClearCa-2-Zellen unter Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS05 sowohl Gene induzierten,
wie auch reprimierten, die den Zelltodsignalwegen zugeordnet werden konnen. Induziert
wurden jeweils 10 Gene, die in der ,,Regulation des Zelltodes* sowie im ,,programmierten
Zelltod* eine Funktion iibernehmen (Abb. 31 A). LBPSO05 scheint jedoch auch die Apoptose
und den programmierten Zelltod negativ zu beeinflussen, indem Apoptose-relevante und

Zelltod-induzierende Gene reprimiert werden (Abb. 31 B).
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Abbildung 31: "GeneOntology (GO)"-Kriterien von biologischen Prozessen, die in LBPS05-
behandelten Zellen reguliert werden. Auf der x-Achse wird die Anzahl der LBPSO05-beeinflussten Gene
abgebildet. Auf der y-Achse werden die verschiedenen biologischen Prozesse, die durch LBPS05-Zugabe
induziert beziehungsweise reprimiert werden, dargestellt, ClearCa-2-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von
24 Stunden mit einer 10 uM-LBPS05-L6sung behandelt und die Gesamt-RNA isoliert. Aus drei unabhéngigen
Versuchen wurde die Gesamt-RNA in einem Verhéltnis von 1:1:1 gemischt. Das BMFZ fiihrte mit dem
Probenmaterial der Gesamt-RNA ein Whole-Transcript Expression Profiling durch. Gene, die im Vergleich zur
Kontrolle um den Faktor 1,5 induziert wurden, wurden zur ldentifikation der GO-Kriterien mittels DAVID
Bioinformatics Resources 6.7 Software verwendet. A) GO-Term-Analyse zu den Gen-induzierenden Effekten
von LBPSO05 in ClearCa-2-Zellen. Biologische Prozesse werden aufgefiihrt, die mindestens 6 beteiligte Gene
aufweisen und durch LBPSO05 induziert werden konnten. B) GO-Term- Analyse der biologischen Prozesse zu
den reprimierenden Effekten des Zelltod-Aktivators LBPS05, die durch mindestens 5 Gene beeinflusst
werden. Neben den einzelnen Saulen ist die Anzahl der Gene abgebildet. Fir jeden biologischen Prozess
berechnet die DAVID Bioinformatics Resources 6.7 Software einen p-Wert, der neben den S&ulen aufgelistet
ist.
Die KEGG-Signalweganalysen, die ebenfalls mit Hilfe der DAVID Bioinformatics Resources
6.7 Software durchgefiihrt wurden, identifizierten zwei Signalwege, die in LBPSO05-
stimulierten ClearCa-2-Zellen aktiviert wurden. Durch LBPS05 werden in ClearCa-2-Zellen
die Transkripte fiir eine Zytokine-Zytokine-Rezeptor-Interaktion aktiviert sowie der MAPK-
Kinase-Signalweg erhoht. Jeweils 5 Gene werden den beiden Signalwegen zugeteilt.
Chemokine (C-C motif) ligand 20 (CCL20) und Interleukin-8 (IL8) wurden als die beiden
Gene identifiziert, die durch LBPSO5 am stirksten induziert wurden und sind Komponenten
des ,,Zytokine-Zytokine-Rezeptor-Interaktions-Signalwegs®“. Die Array-Analyse brachte
hervor, dass die Gene CCL20 und IL8 in LBPS05-stimulierten Zellen um den Faktor 2,3 und

2,23 im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen induziert werden konnten.

Nachfolgend sollten die durch Affymetrix-Analysen identifizierten Gene CCL20 und ILS, die
in Folge eines LBPS05-Stimulus verstdrkt exprimiert wurden, durch semiquantitative Real-
Time-PCR-Analysen verifiziert werden. Je 1 pg der Gesamt-RNA der kontrollbehandelten
sowie LBPS05-stimulierten Zellen wurde in cDNA transkribiert und eine Real-Time PCR mit
genspezifischen Primern durchgefiihrt. Normiert wurde auch hier die Expression eines

Zielgens auf die Expression des ,,Housekeeping-Gene* GAPDH.



Ergebnisse | 88

In Abbildung 32 A sind die Einfliisse des Zelltod-Aktivators LBPSOS5 auf das mRNA-
Expressionsniveau der Gene /L8 und CCL20 dargestellt. In dem verwendeten Diagrammtyp
steht jeder Punkt fiir einen Messwert eines unabhingig durchgefiihrten Versuchs, der die

x-fache Zunahme des mRNA-Expressionsniveaus unter Zugabe des Zelltod-Aktivators

LBPSO05 beschreibt.
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Abbildung 32: Einfluss von LBPS05 auf die mMRNA-Expressionslevel von IL8 und CCL20. A) Real-Time-
PCR-Analysen zur relativen mRNA-Expression von IL8 und CCL20 in LBPS05-behandelten ClearCa-2-Zellen.
Die relative Expression ergibt sich aus dem AACt-Wert und bezieht sich auf die Expression des
,=Housekeeping“-Gens GAPDH. Die bereits fur die Affymetrix Analysen verwendete Gesamt-RNA wurde fiir
Real-Time-PCR-Analysen aufgearbeitet. Die Gesamt-RNA aus drei unabhangigen Versuchen wurde
gewonnen aus ClearCa-2-Zellen, die unter Kontrollbedingungen und LBPS05-Einfluss (10 pM) Uber
24 Stunden kultviert wurden. Die Gesamt-RNA wurde in cDNA umgeschrieben und die Real-Time-Analysen
mit Hilfe des IQ5™ SYBR® Green Supermix (BIO-RAD) durchgefiihrt. A) Im Dot-Plot sind auf der x-Achse die
untersuchten Gene aufgefiihrt, die y-Achse beschreibt die x-fache Zunahme der relativen Expression der
mRNA im Vergleich zur Kontrolle. Die drei Messpunkte jedes Gens stehen fir einen Versuchsdurchgang. Der
Strich symbolisiert den ermittelten Mittelwert (n=3).B) Tabellarischer Vergleich zwischen den Ergebnissen der
Unterschiede in der Transkriptmenge aus den Affymetrix Arrays und der Real-Time-PCR-Analysen.

Der Querbalken symbolisiert den ermittelten Mittelwert aus drei unabhingig durchgefiihrten
Versuchen. Die Real-Time-PCR-Analysen ergaben, dass /L8 um das 2,31-fache und CCL20
um das 3,27-fache stirker induziert wurden als vergleichsweise in kontrollbehandelten Zellen.
Diese Daten stehen daher in Ubereinstimmung mit den Analysen des Affymetrix-Arrays und

werden in der Tabelle in Abbildung 32 B vergleichend dargestellt.

3.9.3. Der Zelltod-Aktivator LBPS05 fordert die Stabilisierung von RIP1 und reguliert
PIDD

Die Kinase RIP1 stellt ein zentrales Molekiil in einigen Rezeptor-vermittelten Signalwegen
dar. Abhidngig von den vorliegenden Bedingungen und der Signalstirke werden der
NF-kB-Signalweg, die Apoptose, die Nekroptose oder der MAPK-Signalweg aktiviert
(FESTIENS et al., 2007). Mittels Western-Blot-Analysen wurde zunichst der konzen-
trationsabhéngige Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPSOS auf die Kinase RIP1 untersucht. In
Abbildung 33 A werden die konzentrationsabhiingigen Effekte der Substanz LBPSO5 nach

einer Behandlungsdauer von 24 Stunden dargestellt. Die densitometrischen Auswertungen
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ergaben, dass steigende Substanzdosen eine signifikante Zunahme der Proteinmenge

bewirkten.
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Abbildung 33: Western-Blot-Analysen zur konzentrationsabhéngigen Wirkung des Zelltod-Aktivators
LBPSO05 auf die Proteine RIP1 und PIDD. ClearCa-2-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 24 Stunden mit
verschiedenen Konzentrationen des Zelltod-Aktivators LBPS05 stimuliert und die Zellen fur Western-Blot-
Analysen vorbereitet. Auf einer 10%-igen SDS-PAGE wurden fir den Nachweis von RIP1 20 ug
Gesamtprotein und fir die Detektion von PIDD 50 ug Gesamtprotein aufgetragen und gelelektrophoretisch
aufgetrennt. A) Die Expression der Kinase RIP1 wurde durch den Antikérper Anti-RIP1-Rabbit (Cell Signaling)
analysiert. B) Die Detektion der ca. 75 kDa und 60 kDa PIDD-Isoformen wurde durch den Antikérper LRDD-
Antikérper (Abcam) bestétigt. Flr beide Western-Blot-Analysen wurde a-Tubulin als Ladungskontrolle
verwendet. Die relative Expression der Proteine wurde densitometrisch ermittelt und bezieht sich auf die
Ladungskontrolle relativ zu der Proteinexpression in kontrollbehandelten Zellen (0,1% DMSO). Dargestellt
sind die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versuchen.

Die verwendeten LBPS05-Konzentrationen von 5 uM, 10 uM und 40 uM forderten in
ClearCa-2-Zellen eine signifikante Zunahme der RIP1-Proteinmenge, die mittels Western-
Blot-Analysen analysiert wurde. Das Proteinniveau wurde auf 148,2+17,6%, 175,5+15,7%
und 203,4+62,9% im Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen angehoben. Entsprechend der
Zunahme der Kinase-RIP1-Expression nahm die gespaltene RIP1-Form (45 kDa)
konzentrationsabhéngig ab. Die Kinase RIPI interagiert aber unter anderem auch mit den
Proteinen NEMO und PIDD, um eine NF-kB-vermittelte Zellreparatur zu signalisieren. In
Abbildung 33 B wird die konzentrationsabhingige Wirkung des Zelltod-Aktivators LBPS05
auf die Expression der PIDD-FL- und PIDD-C-Isoform untersucht. Eine Zunahme der
Substanzkonzentration bewirkte in ClearCa-2-Zellen einen Anstieg der Proteinmenge im
Western Blot des Proteins PIDD-FL. Die Quantifizierungen der Bandenintensitiit zeigten,
dass die Konzentrationen von 5 pM, 10 uM, 30 uM und 40 uM zu einer signifikanten
Zunahme des Proteinniveaus auf 222,8+65,4%, 263,6+99,0%, 277,9+67,1% und
236,9+77,4% fiihrten. Obwohl diese Quantifizierungen eine sehr hohe Standardabweichung
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aufwiesen, konnte in den drei unabhingig durchgefiihrten Experimenten eine deutliche
Tendenz in der Zunahme des Proteinniveaus nachgewiesen werden. Fiir die PIDD-C-Isoform
konnte unter LBPSO5-Einfluss eine klare konzentrationsabhingige Reduktion der
Proteinmenge festgestellt werden. Bereits bei einer verwendeten Konzentration von 10 uM
wurde das Expressionslevel signifikant auf 38,6+10,2% reduziert. Zunehmende
Substanzkonzentrationen von 20 uM, 30 uM und 40 uM senkten das Proteinniveau weiter auf
21,8+10,4%, 14,9+15,6% und 1,7+5,4%.

Des Weiteren bewirkte LBPSOS eine leichte Aktivierung des NF-kB-Signalweges. In einer
Konzentration von 10 uM induzierte LBPS0S5 die Expression der phosphorylierten Form nach
24 Stunden um 47,1£25,0% (Daten hier nicht dargestellt). Unter gleichen Bedingungen
wurden keine Anderungen im Expressionsniveau der nativen NF-kB-Form sowie der Kinase
IkBa detektiert. Auch eine deutlich hohere Konzentration von 30 uM LBPSO0S5 fiihrte zu

keinem nachweislich regulatorischen Effekt auf das Proteinniveau der Kinase IxBa.

3.9.4. Der MLKL-Inhibitor Necrosulfonamide verstarkt den LBPS05-induzierten
Zelltod in ClearCa-2-Zellen

Da unter LBPSO05-Einfluss sowohl Apoptosesignalwege inaktiv bleiben und zugleich der
NF-kB-Signalweg nur marginal beeinflusst wurde, konnte die Initiierung der Kinase RIP1 auf
eine Beteiligung des Nekroptosesignalweges hindeuten. Fiir die nachfolgenden Experimente
wurden daher zwei neue Inhibitoren des Nekroptosesignalweges, der RIPI-Hemmer
Necrostatin-1 (Nec-1) sowie Necrosulfonamide (NSA) als MLKL-Inhibitor, in Kombination
mit den beiden Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPS05, angewandt. Die Untersuchungen
sollten zum einen weiter die Hypothese bestitigen, dass LBPS03 die Apoptose induziert, zum

anderen, dass LBPS05 moglicherweise einen nekroptotischen Zelltod hervorruft.

Das Zelliiberleben von ClearCa-2-Zellen wurde nach einer Behandlungsdauer von
72 Stunden mittels Proliferationsanalysen bestimmt. Die Zellen wurden mit einer 10 uM-
LBPSO03- oder LBPS05-Losung stimuliert und in Kombination mit einem der beiden
Nekroptoseinhibitoren NSA und Nec-1 angewandt. Die Proliferationsanalysen sollten
untersuchen, ob die Kombination beider Substanzen zu einer Wirkverstiarkung beziehungs-
weise Inhibierung von LBPSOS fiihrt. Die beiden Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPSO05
reduzierten das Zelliiberleben nach 72 Stunden um 83,3+1,1% und 12,3+3,2%. Der RIP1-
Hemmer Nec-1 beeinflusste das Zelliilberleben in einer Konzentration von

50 uM nicht signifikant und reduzierte das Zelliiberleben nur marginal. Auch die
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kombinatorische Anwendung der Zelltod-Aktivatoren zusammen mit Nec-1 konnte die

Zelltod-aktivierenden Effekte von LBPS03 beziehungsweise LBPS05 weder verstirken noch

aufheben.

120 4 *

2 *kk *kk

gmo— 1

% K & 1

7 a0

L

£ 50 1

=

g *kk

o

2 40 |

2

2

©

: [1[]
nsagvy | -] [ sl [ sl [-Tt[s{o] [-T 1-7T-7T [-]-]
Neo-tM) | - | | - |- |- | -|-|-|-] |-|-1-1-] |[sf |-|s] |-]so]
wpsos@m | - | | - | - -] |woftwe|wofw| |- -|-|-| -] |w|w]| |-]|-]
wesoswy | - | [ o[- -] [ o] frelrofwfwofl |- [-f-] [w]wo]

Abbildung 34: Proliferationsanalysen zum Einfluss der Zelltod-Aktivatoren in Kombination mit den
Nekroptoseinhibitoren Necrosulfonamide (NSA) oder Necrostatin-1 (Nec-1). ClearCa-2-Zellen wurden
mit den Zelltod-Aktivatoren LBPS03 oder LBPS05 in einer Konzentration von 10 uM stimuliert und gleichzeitig
wurden der MLKL-Inhibitor NSA oder der RIP1-Hemmer Nec-1 appliziert. Das Zelliberleben wurde 72
Stunden nach Zugabe der Substanzen mittels Proliferationsanalysen am Infrarot-Imager bestimmt. Das
relative Zelliberleben bezieht sich auf die kontrollbehandelten Zellen (0,2% DMSO). Dargestellt sind die
Mittelwerte aus drei unabh&ngigen Versuchen.

Obwohl das Protein RIP3 in ClearCa-2-Zellen nur sehr schwach exprimiert wird und unter
Zugabe einer 10 uM- beziehungsweise 30 uM-LBPSO05-Losung nach 48 Stunden nicht
signifikant beeinflusst wurde (Daten hier nicht gezeigt), wies der Inhibitor NSA des RIP3-
Substrats MLKL konzentrationsabhiingig starke Zelltod-induzierende Effekte hervor
(Abb. 34). Die verwendeten Konzentrationen von 1 uM, 5 uM und 10 uM verminderten das
Zellwachstum auf 98,2+3,5%, 50,1£9,3% und 7,6+2,0%. Die Kombination aus einer
5 uM-NSA- und 10 uM-LBPS03-Losung konnten das Zelliiberleben im Vergleich zu
LBPSO03-stimulierten Zellen in einer antagonisierenden Weise um 10,0% kompensieren. Die
kombinatorische Anwendung einer 5 uM NSA- und 10 uM-LBPS05-Losung dagegen
verstirkt die antiproliferativen Effekte mehr als die addierten Einzeleffekte beider
Substanzen. Im Vergleich zu LBPSO5-behandelten Zellen konnte das Zelliiberleben durch die
Kombination um weitere 62,5% reduziert werden und im Vergleich zu den NSA-behandelten

Zellen um zusitzlich 24,9%.
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3.9.5. Die Kombinationsbehandlung aus Necrosulfonamide und LBPS05 verstarkt
die Aktivierung der Initiatorcaspase-8

Da die Anwendung der Zelltod-Aktivatoren in Kombination mit den Nekroptoseinhibitoren
auf Proliferationsebene keine deutlichen Riickschliisse auf die Beteiligung der Signalwege
erbrachten, sollte die kombinatorische Anwendung in intrazelluliren Caspaseassays und
Western-Blot-Analysen genauere Aussagen auf funktioneller Ebene ermoglichen. In
Abbildung 35 werden die Effekte untersucht, die durch die beiden Nekroptoseinhibitoren
NSA und Nec-1 in Kombination mit LBPS03 (Abb. 35 A) und LBPS05 (Abb. 35 B) zur
Aktivierung der Inititiatorcaspase-8 beitragen. ClearCa-2-Zellen wurden mit LBPSO3 oder
LBPSOS5 stimuliert und parallel dazu wurden analoge Proben unter Zugabe der
Nekroptoseinhibitoren NSA und Nec-1 generiert. Die Aktivierung der Initiatorcaspasen-8
wurde durch das Caspase-8 Staining Kit (PromoKine) nach 72  Stunden
durchflusszytometrisch bestimmt. Wie bereits in Kapitel 3.4. beschrieben wurde, induziert
LBPSO03 in einer Konzentration von 10 pM signifikant die Aktivierung der Caspase-8. Im
Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen wurde die Aktivitidt der Caspase-8 von 1,6+0,6% auf
42,943,5% angehoben. Ebenfalls wurde bereits die Wirkungslosigkeit des Zelltod-Aktivators
LBPSO05 in Bezug auf seine Fahigkeit, Caspase-8 zu aktivieren, beschrieben. Auch der RIP1-
Hemmer Nec-1 war nicht in der Lage, die Caspase-8 unter verwendeten experimentellen
Bedingungen zu aktivieren. Eine kombinatorische Anwendung aus Nec-1 zusammen mit
einem der beiden Zelltod-Aktivatoren fiihrte zu keiner Potenzierung der Caspase-8-

Aktivierung.

Fir den MLKL-Inhibitor NSA wurden bereits in ClearCa-2-Zellen gute antiproliferative
Effekte nachgewiesen. Necrosulfonamide verstirkte die Aktivierung der Caspase-8 im
Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen um 20,5+7,3%. Die Kombination aus NSA und
LBPSO03 wirkte sich additiv auf die Caspase-8-Aktivierung aus. Nach 72 Stunden wurde eine
Aktivitdt von 71,3+4,7% gemessen (Abb. 35 A). Eine gleichzeitige Applikation des Inhibitors
NSA und LBPSOS5 forderte die Aktivierung der Caspase-8 im Vergleich zu den addierten
Einzeleffekten der Substanzen. Die Aktivitit der Caspase-8 stieg vergleichsweise zur
Kontrolle um 39,37+13,13% an.

Um die Beteiligung der Initiatorcaspase-8 der Apoptose zuzuordnen, wurden Western-Blot-
Analysen fiir das Caspase-3-spezifische Substrat PARP durchgefiihrt. Zur Vorbereitung der
Western-Blot-Analysen wurden ClearCa-2-Zellen unter LBPS03- und LBPSO05-Einfluss
stimuliert und parallel mit dem MLKL-Inhibitors NSA inkubiert. NSA wurde dabei in drei

verschiedenen Konzentrationen verwendet.
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Abbildung 35: Einfluss der Nekroptoseinhibitoren Necrosulfonamide und Necrostatin-1 in
Kombination mit den Zelltod-Aktivatoren auf die Fahigkeit, Caspase-8 zu aktivieren und PARP zu
spalten. ClearCa-2-Zellen wurden mit LBPS03 (A) und LBPSO05 (B) stimuliert und analoge Proben unter
Zugabe des RIP1-Inhibitors Nec-1 oder des MLKL-Hemmers NSA generiert. Nach einer Behandlungsdauer
von 72 Stunden wurden die Zellen fiir durchflusszytometrische Analysen mit Hilfe des Caspase-8-Staining Kit
(PromoKine) vorbereitet und am Partec-Facs-Gerat analysiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus drei
unabhéangigen Versuchen. C) ClearCa-2-Zellen wurden unter Zugabe der Zelltod-Aktivatoren LBPS03 oder
LBPS05 in Kombination mit NSA (ber 72 Stunden kultiviert. Fiir Western-Blot-Analysen wurden Proteine
isoliert und 20 pg Gesamtprotein auf einer 8%-igen SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt. Der
Nachweis der PARP-Antigene erfolgte mittels Anti-PARP-Antikérper (Cell Signaling). Der Infrarot-Imager
wurde zur Visualisierung der Proteinbanden verwendet (n=3).

In Abbildung 35 wird die konzentrationsabhidngige Spaltung von PARP durch NSA
dargestellt, die unter Zugabe der Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPS0S5 verstéirkt werden
konnte. Eine 5 uM-NSA-Konzentration forderte die Spaltung von PARP geringfiigig, sodass
bei einer Bandenhohe von 89 kDa eine schwache Bande fiir das Spaltprodukt von PARP
detektiert werden konnte. In kontrollbehandelten Zellen ist die ungespaltene Form von PARP
bei 116 kDa priasent und konnte nach Zugabe einer 10 uM- NSA-Losung nicht mehr
nachgewiesen werden. Stattdessen wurde eine vergleichsweise starke Bande bei 89 kDa
detektiert. Der Zelltod-Aktivator LBPS03 forderte bereits in einer Konzentration von 10 uM
eine PARP-Spaltung, sodass nach einer Inkubationsdauer von 72 Stunden die ungespaltene
und gespaltene Form in einem Verhiltnis von 1:1 nachgewiesen werden konnte. Wurde
LBPSO3 zusammen mit einer 5 uM- oder 10 pM- NSA-Losung stimuliert, konnte die
116 kDa groe PARP-Form nur noch sehr schwach dokumentiert werden, wohingegen eine

sehr deutliche Bande fiir das PARP-Spaltprodukt detektiert wurde.
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Der Zelltod-Aktivator LBPSO5 induzierte, wie bereits beschrieben, keine Caspase-3/-7-
abhidngige Spaltung seines Substrats PARP. Gleichwohl fiihrte LBPS05 zusammen mit einer
5 uM-NSA-Applikation zu einer deutlich stiarkeren PARP-Spaltproduktbande, als NSA allein
induziert. Dies wiirde die Beobachtung bestitigen, dass LBPS05 und NSA gemeinsam einen

stiarkeren apoptotischen Effekt aufweisen als die addierten Einzelwirkungen der Substanzen.

3.9.6. Necrosulfonamide bewirkt in ClearCa-2-Zellen eine RIP1-Degradation, die
durch LBPS03 verstarkt werden kann

Nach einer Inkubationsdauer von 72 Stunden konnte weder durch LBPS03 noch durch
LBPS05 das Proteinniveau von MLKL signifikant beeinflussten werden (Western-Blot-
Daten hier nicht dargestellt). Auch eine konzentrationsabhingige Applikation des MLKL-
Inhibitors NSA und die kombinatorische Anwendung mit einem der beiden Zelltod-
Aktivatoren bewirkten keine Verdnderung im Expressionsniveau von MLKL. Stattdessen
weisen Western-Blot-Analysen darauf hin, dass NSA in der Lage ist, dosisabhingig die
Degradierung der Kinase RIP1 zu initiieren. Das RIP1-Expressionslevel wurde 48 Stunden

nach Behandlungsbeginn mittels Western-Blot-Analysen untersucht.

Die Abbildung 36 zeigt die quantitativen RIP1-Proteinmengen im Vergleich zu
kontrollbehandelten Zellen. Eine 1 pM- beziehungsweise 5 uM-NSA-Losung verursachte
keine signifikanten Anderungen im Proteinniveau von RIP1, wohingegen eine Dosis von
10 uM den Proteinlevel auf 34,5+14,4% reduzierte. Sowohl fiir LBPS03 als auch fiir LBPS05
wurden in diesem Versuch keine signifikanten Anderungen im Expressionsniveau von RIP1
detektiert. Die kombinatorische Applikation von LBPS03 mit einer 5 puM-NSA-Losung
verringerte die RIP1-Menge auf 43,44+24,7% stirker als die Summe der reduzierenden Effekte
jeweiligen Einzelbehandlungen. Die Einzelbehandlung beeinflusste die Expression von RIP1
nur geringfiigig. Eine 5 uM-NSA-Losung reduzierte das RIP1-Proteinniveau um 7,7+18,6%,
der Zelltod-Aktivator reduzierte LBPS03 in einer Konzentration von 10 puM um 3,6+20,0%,
wobei fiir LBPS03 bereits stabilisierende beziehungsweise induzierende Effekte auf die
Kinase RIP1 beschrieben wurden (vgl. Abschnitt 3.8.6.). Des Weiteren wirkte sich eine 10
uM-NSA-Applikation, kombiniert mit einer LBPS05-Zugabe, stirker auf die RIPI1-

Proteinmenge in ClearCa-2-Zellen aus als die additive Wirkung der Einzelbehandlungen.
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Abbildung 36: Nachweis der RIP1-Expression mittels Western-Blot-Analysen unter Einfluss des MLKL-
Inhibitors NSA und in Kombination mit LBPS03 oder LBPS05. ClearCa-2-Zellen wurden Uber 48 Stunden
mit NSA stimuliert. Parallel dazu wurden analoge Proben unter Zugabe der Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und
LBPSO05 generiert. Fir Western-Blot-Analysen wurden die Zellen lysiert und 20 ug Gesamtprotein auf einer
10%-igen SDS-PAGE gelelekirophoretisch aufgetrennt. Der Nachweis der RIP1-Proteine erfolgte mit Hilfe des
Primarantikérpers Anti-RIP1-Rabbit. Die Visualisierung der Proteinbanden erfolgte am Infrarot-Imager. Die
densitometrische Auswertung erfolgte mittels ImageStudio. a-Tubulin diente als Ladungskontrolle. Die
Quantifizierung der Proteinbanden ergibt sich aus der Normierung auf das Housekeeping-Gen und bezieht
sich auf die Expression in kontrollbehandelten Zellen (0,1% DMSQO). Dargestellt sind die Mittelwerte aus vier
unabhéngigen Versuchen.
Die Applikation einer 10 pM-NSA-Losung reduzierte das Proteinniveau in ClearCa-2-Zellen
um 65,5+14,4%. Das quantitative Proteinniveau von RIP1 unter Zugabe des Zelltod-
Aktivators LBPS05 wurde bei 109,8+41,7% bestimmt, wobei auch hier bereits eher eine
Tendenz in der Induktion beziehungsweise Stabilisierung von RIP1 durch LBPSO05
beschrieben werden konnte. Im Vergleich zu einer Applikation mit einer 10 uM-NSA-Losung
bewirkte die Kombination mit LBPS05 eine zusitzliche Abnahme der RIP1-Expression um

weitere 24,5% und senkte das Proteinniveau auf 9,9+7,3%.

3.9.7. Necrostatin-1 hebt die LBPS05-verstéarkte Expression von RIP1 auf

Obwohl der RIP1-Inhibitor Nec-1 in den bisherigen Untersuchungen keinen regulatorischen
Einfluss auf die untersuchten Signaltransduktionswege in ClearCa-2 nimmt, sollten mittels
Western-Blot-Analysen die Effekte von Nec-1 auf sein Zielmolekiil RIP1 untersucht werden.
Wie bereits in Kapitel 3.8.6. und Kapitel 3.9.3. gezeigt wurde, fordern die beiden Zelltod-
Aktivatoren LBPS03 und LBPSO05 die Induktion beziehungsweise Stabilisierung der RIP1-
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Expression nach 24 Stunden. In Abbildung 37 A ist die relative Zunahme der Expression
unter LBPS03- und LBPSO05-Einfluss nach 48 Stunden bestitigt worden. ClearCa-2-Zellen
wurden unter Einfluss des RIP1-Inhibitors Nec-1 stimuliert und parallel dazu wurden analoge

Proben fiir Western-Blot-Analysen unter Zugabe der beiden Zelltod-Aktivatoren generiert.
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Abbildung 37: Western-Blot-Analysen zur Wirkung von Necrostatin-1 in Kombination mit LBPS03 oder
LBPS05 auf die Proteinexpression von RIP1, MLKL und PARP. ClearCa-2-Zellen wurden mit LBPS03
oder LBPSO05 stimuliert und parallel dazu wurden Proben unter Einfluss des RIP1-Inhibitors Nec-1 generiert.
Nach 48 Stunden wurden die Zellen fir Western-Blot-Analysen vorbereitet und 20 pg Gesamtprotein auf einer
10%-igen SDS-PAGE gelelektrophoretisch aufgetrennt. a-Tubulin wird als Ladungskontrolle verwendet.
A) Der Nachweis von RIP1 erfolgte durch Anti-RIP1-Kaninchen-Antikdrper (Cell Signaling) und PARP durch
Anti-PARP-Kaninchen-Antikérper (Cell Signaling) mittels Western-Blot- Analysen. B) Der Nachweis flir MLKL
wurde durch den Antikérper Anti-MLKL-Kaninchen (Cell Signaling) erbracht. Die Visualisierung der
Proteinbanden wurde mittels Infrarot-Imager generiert. Die Quantifizierung der Proteinbanden erfolgte durch
die ImageStudio Software. Die relative Expression eines Proteins bezieht sich auf seine Ladungskontrolle im
Vergleich zu kontrollbehandelten Zellen (0,1% DMSQ). Dargestellt sind die Mittelwerte aus mindestens drei
unabhéngigen Versuchen.

Der RIP1-Hemmer Nec-1 forderte, anders als erwartet, die Zunahme der relativen
Proteinexpression seines Zielproteins RIP1 im Vergleich zur Kontrolle. Zugleich wurde keine
PARP-Spaltung hervorgerufen und somit keine Apoptose induziert. Das RIP1-Proteinniveau
wurde unter Nec-1-Einfluss auf 167,2+53,0% angehoben. Trotz der starken
Standardabweichung ist in den unabhingig durchgefiihrten Western-Blot-Analysen eine
deutliche Tendenz in der RIP1-Zunahme zu beobachten. Fiir LBPS03 und LBPS05 konnten
die Expressionslevel von RIP1 auf 158,5+20,2% und 166,24+38,6% gesteigert werden. Die
Kombination aus LBPS03 und Nec-1 forderte eine additive Zunahme der RIPI-
Proteinkonzentration in Western-Blot- Analysen im Vergleich zu Nec-1- oder LBPS03-
Einzelbehandlung. Nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden gewann RIP1 durch die
kombinatorische Applikation im Vergleich zur Kontrolle um 115,1£75,6% an Proteinmenge.

Trotz der hohen Standardabweichungen konnte in allen unabhingig durchgefiihrten
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Versuchen eine deutliche Tendenz in der Zunahme des RIP1-Proteinniveaus im Vergleich zu
einer Behandlung mit Nec-1 oder LBPSO03 allein nachgewiesen werden. Die LBPS03-
induzierte Spaltung durch PARP konnte durch Nec-1 nicht aufgehoben werden.

Der neuartige Zelltod-Aktivator LBPS05 forderte d@hnlich wie Nec-1 die Induktion der RIP1-
Kinase auf Proteinebene. Die gleichzeitige Applikation von Nec-1 und LBPSO5 verminderte
das RIP1-Proteinniveau im Vergleich zu einer Einzelbehandlung und setzte den Proteinlevel
auf 105,6+30,5% herab. Des Weiteren induzierte weder eine Singlebehandlung noch eine
Kombinationsanwendung aus LBPS05 und Nec-1 eine PARP-Spaltung. Wie bereits fiir den
MLKL-Hemmer NSA beschrieben wurde, beeinflusste Nec-1 das Proteinniveau von MLKL
nicht signifikant. Auch die kombinatorische Applikation mit den Zelltod-Aktivatoren LBPS03
oder LBPSO05 konnten das Proteinlevel von MLKL nicht beeinflussen (Abb. 37 B).



4. Diskussion

Die Apoptose ist ein streng regulierter zelluldrer Prozess, der in multizelluldren Organismen
zur Eliminierung von beschidigten und unerwiinschten Zellen fiihrt. Fehlgeleitete Apoptose
ist verantwortlich fiir eine Vielzahl von menschlichen Erkrankungen wie Krebs, Autoimmun-
erkrankungen und Entziindungen. In ,,Hallmark of Cancer* beschreiben HANAHAN UND
WEINBERG (2011), dass die Resistenz gegeniiber Apoptose eines der Hauptmerkmale ist,
welches charakteristisch fiir die Tumorentstehung ist. Wichtigste Mediatoren der
Apoptosesignalwege sind die Caspasen (HENGARTNER, 2000). Hierbei ist das anti-
apoptotische Protein XIAP der stirkste Caspaseinhibitor seiner Familie und interagiert iiber
seine BIR2- beziehungsweise BIR3-Domine mit den Caspasen-3/-7 sowie der Caspase-9 und
unterdriickt ihre proapoptotische Funktion (DEVERAUX et al., 1997). Andere zelluldre [APs
(c-IAP1/2) inhibieren dagegen indirekt die Caspaseaktivitit, indem sie die Kinase RIP1 durch
K63-Ubiquitinketten kennzeichnen und den kanonischen NF-kB-Signalweg aktivieren
(BERTRAND et al.,, 2008; VARFOLOMEEV et al., 2008). Eine dauerhafte Aktivierung des
NF-kB-Signalwegs fiihrt wiederum zu malignem Zellwachstum bei Menschen und fordert
Tumorgenese, Tumorentwicklung und Metastasierung. Verdnderte Expressionen von IAPs
tragen dazu bei, dass die Apoptosefdhigkeit in Tumorzellen vermindert und ein Schutz
gegeniiber chemotherapeutischen Herangehensweisen vermittelt wird (BAT et al., 2014).
Unsere Arbeitsgruppe sowie MIZUTANI und Kollegen (2007) identifizierten das anti-
apoptotische Protein XIAP als unabhingigen prognostischen Marker in klarzelligen Nieren-
karzinomen (RAMP et al., 2004). Erhohte Expressionslevel von XIAP traten besonders haufig
im fortgeschrittenen klarzelligen Tumorstadium auf, korrelierten zudem mit einer
verminderten Fihigkeit auf Chemotherapeutika anzusprechen und reduzierten dadurch die
Lebenserwartung von Patienten erheblich (RAMP et al., 2004). Eine Behandlung von
Nierenzellkarzinomen mit Antisense-Oligonukleotiden gegen XIAP sensitivierte Zellen
gegeniiber einer TRAIL-induzierten Apoptose (MIZUTANI et al., 2007).

Durch die weitgehende Resistenz gegeniiber herkdmmlichen chemotherapeutischen
Substanzen gestaltet sich die Behandlung von fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen als
besonders schwierig und fordert einen hohen Anspruch an die Entwicklung neuer und
effizienterer Therapien. Die sogenannte Targeted Therapy hat in den vergangenen Jahren
deutlich an Aufmerksamkeit gewonnen. Die Suche und Entwicklung neuer Moglichkeiten
fiihrte zur Identifikation von IAP-Antagonisten, die auch als Smac-Mimetika bezeichnet

werden. Durch die Hemmung von IAP-Molekiilen wird das Ungleichgewicht zwischen
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pro- und antiapoptotischen Komponenten wiederhergestellt, sodass die Apoptose eingeleitet
werden kann und Tumorzellen zugénglicher fiir chemotherapeutische Maflnahmen gemacht
werden (MANNHOLD et al., 2010). Aus einer Datenbank von iiber 800.000 Strukturen
identifizierten CAROSATI und Kollegen (2015) in einem grofl angelegten Liganden-
basierenden virtuellen Screening 31 Substanzen, die das Potential besitzen, mit der BIR3-
Domine von [AP-Molekiilen zu interagieren. Unter den 31 moglichen TAP-Antagonisten
besaBen LBPSO01, LBPS03 und LBPS05 gute antiproliferative Effekte auf klarzellige
Nierenzellkarzinomzellen der Linie ClearCa-2 sowie auf leukidmische Jurkat-Zellen
(STEVENS et al., 2014; VAN DEN HOFEL et al.,, 2014; CAROSATI et al., 2015). Einige
Vorarbeiten, die im Rahmen meiner Dissertation aussagekriftig verifiziert werden konnten,
zeigten, dass die drei Zelltod-Aktivatoren wirksame Zelltod-induzierende Substanzen sind,
die tumorspezifisch den Zelltod induzieren und zugleich keine toxischen Effekte in gesunden
Nierenepithelzellen hervorriefen. Ebenfalls konnten keine antiproliferativen Effekte auf
mononukledre Zellen aus dem peripheren Blut eines gesunden Patienten (PBMC) festgestellt

werden (CAROSATI et al., 2015).

Im Fokus dieser Dissertation steht die Aufkldrung der Zelltodmechanismen, die durch die
beiden Zelltod-Aktivatoren LBPS03 und LBPSO05 induziert werden. Um die Wirkweise der
potentiellen [AP-Antagonisten darzulegen, wurde eine Zelllinie verwendet, in der XIAP als
molekularer Schalter zwischen Apoptose und Zelliiberleben agiert. In der Nierenkarzinom-
Zelllinie ClearCa-2 vermitteln hohe Basallevel von XIAP eine Resistenz gegeniiber TRAIL-
induzierter Apoptose, die durch XIAP-antisense-Knockdown aufgehoben werden kann
(STEVENS et al., 2014). Ein Schwerpunkt der Untersuchungen lag in der Aufkldrung der
Frage, inwieweit LBPS03 die Apoptosesignalwege beeinflusst, da bereits einige
Voruntersuchungen auf einen Apoptosemechanismus hindeuteten (STEVENS et al., 2016). Der
fiir den Zelltod-Aktivator LBPS05 beobachtete Caspase-unabhingige Zelltod dagegen weist

auf ein nekroptotisches Zellschicksal hin (STEVENS et al., 2014).

4.1. Die Struktur-Wirkungs-Beziehung der neuartigen Zelltod-Aktivatoren ist tumor-
unspezifisch

Basierend auf der guten Wirksamkeit der drei Zelltod-Aktivatoren LBPSO1, LBPSO3 und
LBPSO05 identifizierten Dr. E. Carosati und seine Arbeitsgruppe in einem zweiten Screening

27 strukturelle Derivate, die sich von den drei Ausgangsstrukturen chemisch ableiten. Die

Wirksamkeit der strukturellen Derivate wurde mittels Proliferationsanalysen im Rahmen
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meiner Masterarbeit bereits untersucht (vgl. Abb. 9). Diese Proliferationsanalysen fithrten zur
Identifizierung von insgesamt 11 aktiven Zelltod-Induktoren. Die Wirksamkeit der
strukturellen Derivate wurde dariiber hinaus fiir Jurkat-Zellen bestidtigt und brachte
Aufschluss tiber die Struktur-Wirkungs-Beziehung der Zelltod-Aktivatoren (vgl. Abb. 9;
CAROSATI et al., 2015).

In ClearCa-2-Zellen erwiesen sich die strukturellen Derivate LBPS38, LBPS39 und LBPS40
der Ausgangssubstanz LBPSO1 vergleichbar effektiv wie in Jurkat-Zellen. Eine wesentliche
strukturelle Abweichung zwischen den wirksamen und inaktiven Substanzen lag in der
Anwesenheit einer Benzyloxy-Einheit bei der Gruppe der wirksamen Substanzen. Neben
LBPSO05 erzielten auch seine strukturellen Derivate LBPS56, LBPS57 und LBPS58 gute
antiproliferative Effekte in ClearCa-2- sowie Jurkat-Zellen (CAROSATI et al., 2015). Die
Analyse der Struktur-Wirkungs-Beziehungen war in diesem Fall nicht eindeutig, scheint aber
auf eine Verdnderung beziehungsweise Substitution im Phenylring an den Positionen 2, 3 und
4 zuriickzufilhren zu sein (CAROSATI et al., 2015). CAROSATI und Kollegen (2015)
vermuteten, dass die guten Zelltod-induzierenden Effekte von LBPS03 und seiner wirksamen
strukturellen Derivate auf eine 2-Chlorobenzylidene-Gruppe zuriickzufiihren sind. Dariiber
hinaus ist die Kettenlinge zwischen dem fiinfgliedrigen 4-Oxo-2-Thioxothiazolidinring und
der Hydrazinyl-Einheit entscheidend (vgl. LBPS03 und LBPS48). Andererseits ist aber die
Aktivitdt der Substanz sehr abhéngig von der Substituierung der Benzoylhydrazingruppen.
Eine Ringsubstitution, wie sie LBPS03 und LBPS43 aufweisen, ist offensichtlich nicht
notwendig, wohingegen eine Hydroxy-Gruppe an Position 2 im Gegensatz zu Position 3
bevorzugt wird (vgl. LBPSO3 und LBPS45). Eine Benachteiligung ergibt sich fiir LBPS44
durch eine Methoxy-Gruppe an Position 2, stattdessen bietet im Vergleich eine Chlorine-
Gruppe in LBPS46 einen Vorteil (CAROSATI et al.,, 2015). Die iibereinstimmenden
Ergebnisse, die sowohl in Jurkat- wie auch in ClearCa-2-Zellen beobachtet werden konnten,
sprechen fiir eine tumortypunspezifische Wirkung. Die verwendete Methode des Liganden-
basierten virtuellen Screenings stellt somit eine effektive Methode dar, potentielle
Antagonisten zu identifizieren, die auch in anderen Forschungsbereichen die Suche nach

Inhibitoren voranbringen konnte (CAROSATI et al., 2010).

Um Aussagen iiber die effektive Wirkung der Substanzen treffen zu konnen, wurde fiir die gut
wirksamen Derivate der ICso-Wert ermittelt. Der niedrigste ICso-Wert wurde fiir die Substanz
LBPS03 bestimmt (STEVENS et al., 2016). Eine vergleichbar effektive Hemmung des
Tumorwachstums wurde in Jurkat-Zellen bei einer Konzentration von 0,7+0,1 uM beobachtet

(CAROSATI et al., 2015). Ahnlich wirksam erwiesen sich auch seine strukturellen Derivate,
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die durch ICso-Werte im einstelligen mikromolaren Bereich charakterisiert werden konnen
(vgl. Tabelle 6; CAROSATI et al., 2015). Fiir die beiden Substanzen LBPSO1 und LBPSO05 lag
die Konzentration, bei der eine halbmaximale Inhibierung des Tumorwachstums von Jurkat-
Zellen gemessen werden konnte, um den Faktor 1,5 beziehungsweise 3 geringer als
vergleichsweise in ClearCa-2-Zellen. Die Derivate der Ausgangssubstanz LBPSO1 zeigten in
ClearCa-2 etwas hohere ICso-Werte als ihre Ausgangssubstanz, wohingegen die Derivate von

LBPSO0S5 als etwas effektiver eingestuft werden konnten als LBPSOS selbst (vgl. Tab. 6).

Ein niedriger ICsp-Wert der getesteten Substanzen korrelierte zudem mit einer Zunahme
apoptotischer Zellen. Neben der Struktur-Wirkungs-Beziehung konnte ein Zusammenhang
zwischen der mittleren inhibitorischen Konzentration und der Fihigkeit, die Apoptose zu
induzieren, nachgewiesen werden (vgl. Abb. 10). Substanzen wie LBPS03 und LBPS49 mit
den niedrigen ICsp-Werten kennzeichneten sich durch eine deutliche Zunahme im
hypodiploiden DNA-Gehalt, was charakteristisch fiir apoptotische Zellen ist. Auch seine
anderen gut wirksamen strukturellen Derivate steigerten die Anzahl apoptotischer Zellen
signifikant. Der Zelltod-Aktivator LBPS03 mit seinen wirksamen Derivaten stellt somit die
Gruppe der wirksamsten Substanzen dar, weil sie bereits in geringen Konzentrationen den
Zelltod induzierten und zugleich am stidrksten die Apoptose forderten. Mit steigender
Inkubationsdauer stieg ebenfalls die Anzahl der Zellen mit einem hypodiploiden DNA-
Gehalt, die unter Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPSO1 standen (vgl. Abb. 10).

In Ubereinstimmung mit den Erkenntnissen, dass die strukturellen Derivate der Substanz
LBPSO1 vergleichsweise hohere ICso-Werte aufwiesen als die Ausgangssubstanz selbst,
wurde zugleich auch eine geringere Apoptoserate beobachtet. Dem gegeniiber stehen die
Beobachtungen, dass die Strukturderivate von LBPSO5 niedrigere ICsy-Konzentrationen
aufwiesen als LBPSO5 und geringfiigig zu hoheren Apoptoseraten fiihrten. Der Zelltod-
Aktivator LBPSOS steigerte die Anzahl apoptotischer Zellen nur marginal (vgl. Abb. 10). Die
Zunahme des hypodiploiden DNA-Gehalts durch LBPSO1 und LBPSO03 steht in Uberein-
stimmung mit den Daten, die in Jurkat-Zellen generiert werden konnten (CAROSATI et al.,
2015). Ebenfalls fiihrte die Behandlung von Jurkat-Zellen mit LBPS05 nicht zu maf3geblichen
Verinderungen in der Anzahl apoptotischer Zellen (CAROSATI et al., 2015), wie es auch fiir
ClearCa-2 beobachtet werden konnte. Die vergleichbare Wirkung, die sowohl in adhédrenten
wie auch in suspensiven Tumorzellen nachgewiesen werden konnte, weist auf eine sehr
einschldgige Wirkweise hin. Die Untersuchungen der strukturellen Derivate hinsichtlich ihrer
Struktur-Wirkungs-Beziehung ermdoglichen es den Forschern unter der Leitung von Dr. E.

Carosati, noch effektivere Substanzen zu identifizieren.
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Da sich die Wirkung der beiden Zelltod-Aktivatoren LBPSO1 und LBPSO03 in vielerlei
Hinsicht iiberschnitt, die Substanz LBPS03 aber den effektiveren Kandidaten darstellte,

wurde fiir nachfolgende funktionellen Untersuchungen der Fokus vermehrt auf die Substanz

LBPSO03 gelegt.

4.2. Pharmakologische Wirkweise der Zelltod-Aktivatoren

Fir die beiden Substanzen LBPS03 und LBPSO5 konnte ein Zusammenhang zwischen
Wirkeffektivitit und Behandlungsdauer nachgewiesen werden (vgl. Abb. 14). Unter
herkdmmlichen Behandlungsbedingungen wurde die Wirkeffektivitit der Substanzen in
Bezug auf ihr antiproliferatives Verhalten nach einer Inkubationsdauer von 96 Stunden
bestimmt. Nach einer Behandlungsdauer von 24 Stunden konnten durch beide Substanzen
vergleichende antiproliferative Effekte beobachtet werden wie nach einer 96-stiindigen
Inkubation. Kiirzere Inkubationszeiten von 6 und 12 Stunden reduzierten das wachstums-
hemmende Potential des Zelltod-Aktivators LBPS05 nahezu vollstindig. Hingegen
beeinflusste LBPS03 das Zelliiberleben geringfiigig (vgl. Abb. 14). Diese Untersuchungen
zeigten, dass beide Substanzen eine Mindestinkubationszeit von 24 Stunden bendtigen, um ihr
vollstiandiges antiproliferatives Potential zu entfalten. Hierfiir kann zum Einen die Penetration
iiber die Plasmamembran verantwortlich sein oder aber eine Zellzyklusphasen-spezifischer

Effekt (vgl. Abb. 37).

4.3. Weder TRAIL noch TNFa steigern das antiproliferative Potential der Zelltod-
Aktivatoren LBPS03 und LBPSO05 im Nierenzellkarzinom

Die TRAIL-resistente klarzellige Nierenkarzinom-Zelllinie ClearCa-2 (RAMP et al., 2003)
wies im Vergleich zu TRAIL-sensitiven Jurkat-Zellen geringfiigig hohere ICso-Werte auf, die
moglicherweise auf ihren stark ausgeprigten resistenten Phédnotyp zuriickzufiihren sind. In
ClearCa-2-Zellen stellt das antiapoptotische Protein XIAP in der TRAIL-induzierten
Apoptose einen molekularen Schalter dar. Die TRAIL-Resistenz konnte durch XIAP-siRNA-
Knockdown-Experimente in ClearCa-2-Zellen aufgehoben werden (zusammengefasst in
STEVENS et al.,, 2014). In dieser Arbeit wurde erstmals eine mogliche Resistenz von
ClearCa-2 gegeniiber TNFa-Behandlungen beschrieben, obwohl beide TNF-Rezeptoren,
TNF-R1 und TNF-R2, exprimiert wurden (vgl. Abb. 15).

Bei den kleineren Fragmenten der TNF-Rezeptoren handelt es sich moglicherweise um die

proteolytisch gespaltenen 16slichen Rezeptoren, die unter anderem durch alternatives Spleil3en
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generiert werden konnen (CANETE et al., 2011). Losliche TNF-Rezeptoren sind fiir die
Aufrechterhaltung des natiirlichen Gleichgewichts des Liganden TNFa verantwortlich, denn
der Grad der TNF-o-vermittelten Entziindungsaktivitdt hidngt von der Balance zwischen
TNFoa und seinem Rezeptor ab (HEANEY & GOLDE, 1998). Auch fiir Jurkat-Zellen konnte
eine TNFa-Resistenz beobachtet werden, wohingegen sie auf eine TRAIL- beziehungsweise
CD95-induzierte Apoptose gut ansprachen (LAWRENCE UND CHOW, 2005). Erst eine FADD-
Defizienz ermoglicht Jurkat-Zellen einen TNFa-vermittelten Zelltod zu induzieren. Erstmals
wurde die Wirksamkeit von TNFa auf FADD-defiziente Jurkat-Zellen durch LAWRENCE UND
CHOW (2005) beschrieben, bei der Zellen durch Nekrose sterben.

BAI und Kollegen (2014) geben in ihrem Review einen Uberblick iiber einige aktuell
verwendete Smac-Mimetika, die sich in monovalente und bivalente Molekiile unterteilen.
Monovalente Verbindungen imitieren das AVPI-dhnliche Motiv von IAP-Proteinen, wohin-
gegen die bivalenten Strukturen sich aus zwei AVPI-Motiven zusammensetzen, die iiber
einen Linker miteinander verkniipft sind (SUN et al., 2008). Im Rahmen dieser Arbeit wurde
das antiproliferative Potential der Smac-Mimetika AT406, Birinapant und GDC-0152 auf
ClearCa-2-Zellen mit Hilfe der der IC59-Werte bestimmt. Das Smac-Mimetikum AT406 wies
den hochsten ICso-Wert auf, gefolgt von Birinapant und schlieBlich GDC-0152. Einige dieser
Smac-Mimetika, die zur Zeit vermehrt Aufmerksamkeit und Anwendung in der Forschung
finden, besitzen ihr Potential nicht darin, in Tumorzellen per se das Wachstum zu hemmen,
sondern sind stets in Kombination anzuwenden. Smac-Mimetika wie BV6, LBW242,
GDC-0152 und Birinapant werden derzeit erfolgreich verwendet bei einer Vielzahl von
Tumortypen in Kombination mit Chemotherapeutika, Todesrezeptor-Agonisten, Strahlung,
Signaltransduktionsinhibitoren oder Immunstimuli (zusammengefasst in FULDA, 2015).

Beispielsweise induzierte das bivalente Smac-Mimetikum Birinapant per se nur in einer von
17 getesteten humanen Melanom-Zelllinien den Zelltod (KREPLER et al., 2013). Erst eine
Kombination mit TNFo forderte in allen weiteren Zelllinien die Apoptose in einer
synergistischen Weise und das bereits im nanomolaren Bereich (KREPLER et al., 2013). Die
TRAIL-resistente Brustkrebs-Zelllinie SUM190 sprach ebenfalls besonders gut auf eine
Behandlung durch Birinapant an, wohingegen in der TRAIL-sensitiven Zelllinie SUM149
eine Einzelbehandlung zu keinen antiproliferativen Effekten fiihrte. Eine kombinatorische
Anwendung aus Birinapant und TRAIL verstirkte die TRAIL-induzierte Apoptose in
SUM149-Zellen synergistisch (ALLENSWORTH et al., 2013). Vergleichbare synergistische
Effekte erzielte das monovalente Smac-Mimetikum LBW242 in Neuroblastoma-Zelllinien

(ESCHENBURG et al., 2012). ICso-Werte zwischen 40 uM und 83 uM deuteten auf eine an sich
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eher schlechtere Wirksamkeit von LBW242 hin, wohingegen eine Kombination durch
Doxorubicin und Vincristine das Zelliiberleben deutlich reduzierte und das in erheblich
geringeren Konzentrationen (ESCHENBURG et al., 2012). Auch in Ovar-Zelllinien wies
LBW242 moderate proapoptotische Effekte auf, die durch einen zusédtzlichen TRAIL-
Stimulus verstiarkt werden konnten (PETRUCCI et al., 2012). Das Smac-Mimetikum AT406
wurde bereits in einer klinischen Studie in Kombination mit Daunorubicin und Cytarabine
eingesetzt (DIPERSIO et al., 2015). Im Gegensatz zu den beschriebenen kommerziellen Smac-
Mimetika zeichneten sich alle drei Substanzen, LBPS01, LBPS03 sowie LBPS05, als
besonders effektiv aus, indem sie bereits per se sowohl in Nierenkarzinomzellen als auch in
leuk@mischen T-Lymphozyten in mikromolaren Konzentrationen den Zelltod induzierten
(STEVENS et al., 2014; VAN DEN HOFEL et al., 2014; CAROSATI et al., 2015).

Da LBPS03 und LBPSOS an sich bereits gute antiproliferative Effekte in leuké@mischen
T-Lymphozyten wie auch in Nierenkarzinomzellen aufwiesen und fiir eine priméire Wirkung
eine zweite Substanz nicht notwendig ist, konnte eine weitere Therapiestrategie keinen
zusitzlichen Vorteil bringen. Dass zugleich in beiden verwendeten Zelllinien fiir LBPS03 ein
Caspase-abhéngiger und fiir LBPS05 ein Caspase-unabhingiger Zelltod beschrieben werden
konnte, ldsst auf eine Wirkweise der Substanzen schlieen, die unabhéngig vom Tumorzelltyp

verldauft (CAROSATI et al., 2015; STEVENS et al., 2014; VAN DEN HOFEL et al., 2014).

4.4. Der Zelltod-Aktivator LBPSO03 ist ein effektiver Apoptose-Induktor
4.4.1. Die Relevanz von XIAP als Zielmolekiil des Zelltod-Aktivators LBPS03

Das Design der Zelltod-Aktivatoren beruht auf dem Versuch, Kandidaten zu identifizieren,
die pan-selektiv mit der BIR3-Domine verschiedener IAPs interagieren, um das natiirliche
Gleichgewicht zwischen pro- und antiapoptotischen Komponenten in Tumorzellen
wiederherzustellen und den Zelltod zu induzieren. Da in normalen Nierenepithel der Linie
n.N.1860 nur geringe bis keine toxischen Effekte durch die drei Zelltod-Aktivatoren
hervorgerufen wurden (vgl. Abb. 8 A; STEVENS et al., 2014), sollten Western-Blot-Analysen
die basalen Expressionslevel von XIAP in nicht-tumordosen Zellen und Tumorzellen
vergleichen, die Aussagen iiber die Relevanz von XIAP als mogliche Zielstruktur der
neuartigen Zelltod-Aktivatoren treffen. Im Gegensatz zu den klarzelligen Nierenkarzinom-
Zellen ClearCa-2 wies die nicht-tumordse Linie n.N.1860 ein um die Hilfte geringeres XIAP-

Level auf (vgl. Abb. 8 B).
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Unsere Arbeitsgruppe analysierte das Expressionsverhalten von XIAP in klarzelligen
Nierenkarzinomen. Sie fand heraus, dass in 95% der untersuchten Gewebe das Molekiil
nachgewiesen werden konnte und identifizierten XIAP als unabhidngigen prognostischen
Marker in klarzelligen Nierenkarzinomen (RAMP et al., 2004). Neben den Nierenzell-
karzinomen konnte in rektalen Adenokarzinomen, invasiven Blasenkarzinomen sowie in
papilldren Schilddriisenkarzinomen das antiapoptotische Protein XIAP als prognostischer
Marker ausgemacht werden (MOUSSATA et al., 2012; LI et al., 2007; HUSSAIN et al., 2015).
Zugleich traten erhohte XIAP-Expressionslevel bei Patienten mit einem klarzelligen Nieren-
karzinom in einer inversen Korrelation mit einer verminderten Uberlebensprognose auf
(RAMP et al., 2004). Dass in ClearCa-2-Zellen gegeniiber n.N.1860-Zellen das Protein XIAP
verstidrkt exprimiert wird, wiirde dafiir sprechen, dass die potentiellen IAP-Antagonisten die
Zielstruktur bendtigen, um den Zelltod zu induzieren. Die Wirksamkeit der moglichen IAP-
Antagonisten hidngt demnach von dem XIAP-Status einer Zelle ab. ALLENSWORTH und
Kollegen (2013) machten vergleichbare Beobachtungen bei der Verwendung des Smac-
Mimetikums Birinapant. In einer Einzelbehandlung induzierte es deutlich effektiver in der
TRAIL-resistenten entziindlichen Brustkrebs-Zelllinie SUM190 den Zelltod als im Vergleich
zur TRAIL-sensitiven SUM149. Der wesentliche Unterschied der beiden Zelllinien lag in
ihren differierenden XIAP-Expressionsprofilen, wobei die resistente Zelllinie SUMI190
deutlich hohere XIAP-Mengen aufwies, die in Korrelation zu der therapeutischen Resistenz
standen (ALLENSWORTH et al., 2013). GAITHER und Kollegen (2007) zeigten des Weiteren,
dass SKOV-3-Zellen durch einen XIAP-Knockdown vermindert auf eine LBW242-induzierte
Behandlung ansprachen. Auch fiir Embelin konnte eine gute Wirksamkeit in Prostata-
karzinomen mit erhohten XIAP-Level beobachtet werden, wohingegen normale Prostatazellen
und Fibroblastzellen mit niedrigem XIAP-Niveau nur schwach auf eine Smac-Mimetikum-
Behandlung reagierten (NIKOLOVSKA-COLESKA et al., 2004).

Smac-Mimetika wie AT406, Birinapant und Emelin besitzen zwar das Potential, mit der
BIR3-Domine von XIAP und c-IAPs zu interagieren, fordern jedoch meistens nur die
Degradation der zelluliren IAPs, hauptsidchlich aber von c-IAP1 (CAr et al., 2011;
ALLENSWORTH et al., 2013; NIKOLOVSKA-COLESKA et al., 2004; DAI et al., 2011). Eine
Smac-Mimetika-vermittelte Degradierung von c-IAPs induziert in einigen Fillen NF-kB-
abhingige Signalwege durch die Aktivierung des TNF-Rezeptors, der den Zelltod der Zelle
einleitet. Interessanterweise wurde fiir c-IAP-spezifische Antagonisten eine deutlich geringere
Effektivitit nachgewiesen als fiir Substanzen, die verschiedene IAPs neutralisierten

(OBEXER & AUSSERLECHNER, 2014).
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4.4.2. LBPSO03 aktiviert den intrinsischen Apoptosesignalweg durch die Inhibierung
des antiapoptotischen Proteins XIAP

Da nicht nur fiir die Zelltod-Aktivatoren, sondern auch fiir viele bekannte Smac-Mimetika das
Vorhandensein von XIAP dariiber entscheidet, ob Zellen den Zelltod einleiten, sollten
Western-Blot-Analysen den Einfluss von LBPS03 auf das Proteinlevel von XIAP unter-
suchen. Die Behandlung von ClearCa-2-Zellen durch LBPSO03 fiihrte zu einer signifikanten
und konzentrationsabhingigen Abnahme des XIAP-Expressionsniveaus (vgl. Abb. 17 A).
Eine steigende Substanzkonzentration bewirkte neben der signifikanten Abnahme der XIAP-
Proteinmenge auch die Zunahme einer modifizierten XIAP-Form, die bei einer Bandenhche
von etwa 70 kDa detektiert werden konnte. Die hohen eingesetzten Konzentrationen sollten
das Potential der Substanzen verdeutlichen. Bei der auftretenden modifizierten XIAP-Form
handelt es sich moglicherweise um eine posttranslationale Modifikation, zum Beispiel durch
Ubiquitinierung, die Proteine fiir den proteosomalen Abbau kennzeichnet. Die Aminosiduren
Lysin322 und Lysin328 befinden sich auf der Oberfliche der XIAP-BIR3-Domine und konnen
durch ihre eigene RING-Domine ubiquitiniert werden (SHIN et al., 2003). Ein Ubiquitinrest
besitzt eine molekulare GroBe von 8,5 kDa. Eine Ubiquitinierung der Aminosiuren Lysin®>*
und Lysin328 unter Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03 wiirde die molekulare GroBe von
XIAP insoweit verdandern, dass ein 70 kDa groes modifiziertes XIAP-Protein entstiinde.
Diese Uberlegungen wiirden die zweite entstandene Bande erkliren. Eine weitere alternative
posttranslationale Verdnderung von XIAP stellt die S-Transnitrosylierung dar, bei der eine
Nitroso-Gruppe an das Schwefelatom einer Thiolgruppe gebunden wird. NAKAMURA und
Kollegen (2010) zeigten, dass die RING-Domine von XIAP mit Stickstoffmonoxid reagieren
kann und somit die E3-Ligase und dessen antiapoptotische Aktivitit unterdriickt werden kann.
Stickstoffmonoxid-Modifikationen von XIAP wurden bisher in einigen neurodegenerativen
Erkrankungen beobachtet und fiihren zu neuronalen Schidden und anhaltender Caspase-

abhingiger Apoptose (NAKAMURA et al., 2010).

Die degradierenden Effekte von XIAP durch LBPS03 konnten dem intrinsischen
Apoptosesignalweg zugeordnet werden, da durch den Zelltod-Aktivator die Caspase-9 initiiert
werden konnte (vgl. Abb. 37). Das Protein XIAP ist der potenteste Caspaseinhibitor seiner
Familie, indem es iiber die BIR2-Doméne mit der Caspase-3/-7 sowie iiber die BIR3-Domine
mit Caspase-9 interagiert und dessen Aktivitdit hemmt (DEVERAUX et al., 1997). Interagiert
XIAP mit seinem naturlichen Inhibitor, dem mitochondrialen Protein Smac oder IAP-
Antagonisten, wird sein antiapoptotisches Potential aufgehoben, sodass es zu einer Caspase-

aktivierung kommt und die Apoptose induziert werden kann (DU et al., 2000). Die Substanz
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LBPS03 steigert die Caspaseaktivierung in einer zeitabhidngigen Weise (vgl. Abb. 11).
Vergleichbare Effekte in der Aktivierung der Initiatorcaspase-9 konnten in Jurkat-Zellen
durch LBPSO03 beschrieben werden (CAROSATI et al., 2015; VAN DEN HOFEL et al., 2014).

Damit gehort LBPS03 zu einer der wenigen bekannten Smac-Mimetika, die eine direkte
Degradierung von XIAP hervorrufen und die Aktivierung der Caspase-9 initiieren konnen.
GDC-0152 gehort mitunter, dhnlich wie LBPSO03, zu einer Minderheit von Substanzen, die
bereits per se gute antiproliferative Effekte in Tumorzellen vermitteln, indem XIAP
degradiert, die Caspase-9 aktiviert und die Apoptose eingeleitet wird (HU et al., 2015). Der
Zelltod-Aktivator LBPSO03 stellt somit eine Besonderheit unter den bekannten Smac-
Mimetika dar, nicht nur wegen seiner vergleichbaren Wirkung zu Jurkat-Zellen, sondern
besonders durch sein direktes Eingreifen in den intrinsischen Apoptosesignalweg

(CAROSATI et al., 2015; VAN DEN HOFEL et al., 2014).

Die Behandlung von ClearCa-2-Zellen mit LBPS03 verringerte den Proteinlevel der
Pro-Caspase-3 und forderte zugleich eine Zunahme der gespaltenen Form der Caspase-3
(vgl. Abb. 12 A und Abb. 13). Des Weiteren erfolgte durch eine Behandlung mit LBPS03 die
Spaltung Caspase-spezifischer Substrate (vgl. Abb. 12). Infolgedessen induzierte
Caspase-3/-7 die Spaltung des Caspase-3-spezifischen Substrats PARP in einer zeit-
abhingigen Weise (vgl. Abb. 12 C; STEVENS et al., 2016). Durch die Caspase-3/-7-abhédngige
PARP-Spaltung wird die Apoptose eingeleitet (LAZEBNIK et al., 1994). Demgegeniiber stechen
die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Untersuchungen iiberein, dass zeitabhéingig der
hypodiploide DNA-Gehalt in LBPS03-stimulierten Zellen anstieg (vgl. Abb. 10; STEVENS et
al., 2016). Vergleichbare zeitabhingige Effekte in der Wirkung rief das Smac-Mimetikum
BV6 in nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom-Zelllinien hervor, indem durch zunehmende

Inkubationsdauer sein apoptotisches Potential verstirkt wurde (LI et al., 2011).

Durch die Verwendung des pan-Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK konnte eine LBPS03-
abhidngige Aktivierung der Caspase-3/-7, der Caspase-9 sowie eine PARP-Spaltung
aufgehoben werden (vgl. Abb. 18; Abb. 26). Die Zugabe des Caspaseinhibitors bewirkte, dass
die Aktivitdt der Caspasen durch den Zelltod-Aktivator auf Ausgangszustand zurlickgesetzt
werden konnte. Obwohl der Caspaseinhibitor Z-VAD-FMK effektiv die Caspaseaktivitidt und
die Caspase-3-abhingige PARP-Spaltung in LBPSO3-stimulierten Zellen unterdriickte, fiihrte
die Inhibierung der Caspase in LBPSO03-behandelten Zellen nicht zu einer vollstindigen
Aufhebung des Zelltodes (vgl. Abb. 26). Auch ALLENSWORTH und Kollegen (2013) zeigten,
dass die Anwesenheit eines Caspaseinhibitors den Birinapant-induzierten Zelltod nicht

umkehren konnte (ALLENSWORTH et al., 2013).
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XIAP scheint ergo ein direktes Ziel fiir LBPS03 darzustellen und erfiillt seine Aufgabe als
IAP-Antagonist, indem es an die BIR3-Domine bindet, eine RING-abhingige
Ubiquitinierung bewirkt und das Protein fiir einen moglichen proteosomalen Abbau
kennzeichnet. Der Einsatz des Zelltod-Aktivators hebt die antiapoptotische Wirkung von

XIAP auf und schafft eine neue Balance, die zu Gunsten der Apoptose verlduft.

4.4.3. Die Externalisierung von Phosphatidylserinen in LBPS03-behandelten Zellen
weist auf ein apoptotisches Zellschicksal hin

Eine charakteristische Eigenschaft von Zellen, die der Apoptose unterliegen, ist die
Translokalisation von Phosphatidylserinen. Die Externalisierung der Phosphatidylserinen
dient der Kennzeichnung und Eliminierung durch Phagozyten und stellt zudem eine
Bindestelle fiir das anionische lipidbindende Protein Annexin V dar. Eine LBPS03-induzierte
Translokalisation von Phosphatidylserinen konnte durch die Bindung von FITC-Annexin V
beobachtet werden (vgl. Abb. 25). Zumeist trat eine Annexin-V-positive Fiarbung mit einer
zusitzlichen EthD-III-Féarbung auf. EthD-III ist ein zellimpermeabler Farbstoff, der durch
eine geschiadigte Plasmamembranintegritit an freie DNA-Molekiile binden kann. Eine
Doppelfarbung von Zellen ldsst auf ein spétapoptotisches Schicksal der Zellen schlieBen
(MARTIN et al., 1995). Die fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen geben aus-
schlieBlich qualitative Aussagen, ob eine Translokalisation von Phosphatidylserinen erfolgte.
Auch fiir das Smac-Mimetikum BV6 wurde mit zunehmender Inkubationsdauer eine

Translokation der Phosphatidylserine beobachtet (MULLER-SIENERTH et al., 2011).

4.4.4. Die Initiilerung des p53-Signalwegs durch LBPS03 bewirkt eine Veranderung
des mitochondrialen Membranpotentials

Neben XIAP stellt der Tumorsuppressor p53 einen der wichtigsten Regulatoren der Apoptose
dar, indem er auf verschiedene Formen von zelluldrem Stress reagiert und eine Vielzahl von
antiproliferativen Signalen vermittelt (FRIDMAN & LOWE, 2003). Das Protein p53 als
,,.Beschiitzer des Genoms* besitzt die Funktion, die natiirliche Balance zwischen Proliferation
und Apoptose zu erhalten (LANE, 1992). Molekulare Verdnderungen, die eine p53-
Inaktivierung oder Verlust herbeifiihren, zdhlen zu den hiufigsten Aberrationen in
menschlichen Tumoren (HUSSAIN & HARRIS, 1998). Die Zelllinie ClearCa-2 weist eine
Mutation im Codon 306 auf (RAMP et al., 2003). Durch LBPS0O3 konnte dennoch p53
konzentrationsabhéngig stabilisiert werden (vgl. Abb. 22). Die ,, KEGG-Signalweganalysen*
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des Affymetrix ,,GeneChip® Human Transcriptome Array 2.0“ ergaben, dass LBPS03
signifikant den ,,p53-Signalweg* beeinflusste. Die Zunahme von p53 durch LBPS03 konnte
ein Hinweis darauf sein, dass der DNA-Damagepathway aktiviert worden ist. Eine p53-
Aktivierung, die durch DNA-Schidden hervorgerufen wird, veranlasst die Initiierung der
Apoptose (FRIDMAN & LOWE, 2003). Fiir viele Smac-Mimetika ist bisher keine Abhéngigkeit
von p53 beschrieben. OPEL und Kollegen (2015) zeigten dagegen, dass BV6 zwar effektiv

den Zelltod induziert, dies jedoch in einer p53-unabhingigen Weise verursacht wurde.

Fluoreszenzmikroskopische und durchflusszytometrische Untersuchungen zeigten eine
deutliche Verdnderung im mitochondrialen Membranpotential unter Verwendung von
LBPS03 (vgl. Abb. 24). Der Zelltod-Aktivator stort das mitochondriale Membranpotential,
sodass sich nur noch eine geringere Menge des Farbstoffes MitoCapture in den
Mitochondrien akkumulieren konnte und vermehrt im Zytoplasma als griiner Farbstoff

nachgewiesen wurde.

4.4.5. Die Induktion von p53-abhdngigen proapoptotischen Genen korreliert mit
einer Membranpotentialanderung in LBPS03-stimulierten Zellen

Infolge einer p53-Aktivierung kann p53 als Transkriptionsfaktor sequenzspezifisch an DNA-
Molekiile binden und Gene induzieren, die ein apoptotisches Schicksal begiinstigen
(KO & PRIVES, 1996; EL-DEIRY, 1998). Proapoptotische Mitglieder der Bcl-Familie, darunter
Bax, PUMA, NOXA und Bid konnen unmittelbar nach einer p53-Transaktivierung
transkribiert werden (Ubersicht in FRIDMAN & LOWE, 2003). Gene wie PUMA und NOXA
wurden infolge eines LBPSO3-Stimulus in ClearCa-2-Zellen induziert (vgl. Abb. 20). Das
Protein PUMA bindet durch seine Stabilisierung infolge eines p53-induzierten Signals an
mitochondriale antiapoptotische Bcl-Mitglieder wie Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Myeloid Cell
Leukemia 1 (MCL1) und BCL2 related protein AI (Bcl-2A1) und hebt ihre inhibierende
Wirkung auf (CHEN et al., 2005). NOXA dagegen bindet an MCL1 und Bcl-2A1 (KHOO et
al., 2014). Zuriickzufiihren ist die Verdnderung des mitochondrialen Membranpotentials
durch LBPSO3 vermutlich auf die p53-induzierte Transkription proapoptotischer Bcl-
Mitglieder wie NOXA und PUMA, die als Proteine ihre antiapoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieder inhibieren und das mitochondriale Membranpotential positiv beeinflussen

(siche Abb. 37).

Neben der mRNA-Expressionszunahme von PUMA und NOXA weisen Analysen zum

Ubiquitinierungsstatus von Apoptose-relevanten Proteinen darauf hin, dass Bcl-2 unter
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Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03 verstirkt ubiquitiniert werden konnte (vgl. Abb. 29).
Zudem konnte eine Reduktion im Bcl-Proteinniveau in LBPS03-behandelten Zellen

beobachtet werden (vgl. Abb. 13).

Die mRNA-Expressionsanalysen zeigten, dass unter Einfluss des Zelltod-Aktivators das Gen
Fas (CD95) verstérkt transkribiert wurde (vgl. Abb. 21; Tab. 7). MULLER und Kollegen
(1998) beobachteten erstmals, dass das Gen Fas (CD95), welches fiir den Rezeptor CD95
kodiert, als p53-induzierbares Gen infolge von DNA-Schidigung auftritt. Die zunehmende
Expression des Rezeptors sensitiviert Zellen gegeniiber CD95-vermittelter Apoptose. In einer
zeitabhidngigen Weise induzierte LBPSO3 die Aktivierung der Caspase-8, welche effektiv
durch Z-VAD-FMK gehemmt werden konnte (vgl. Abb. 11 und 18; STEVENS et al., 2016).

Fiir einige Smac-Mimetika wurde bereits beschrieben, dass sie in einer autokrinen/parakrinen
Schleife durch die Induktion von Zytokinen den Zelltod einleiten (vgl. FULDA, 2015). Dem
gegeniiber steht die verstirkte Transkription von CD95 in einer p53-abhingigen Weise in
LBPSO03-stimulierten Zellen, die die Initiierung des extrinsischen Signalwegs beeinflussen.
Die autokrine/parakrine Wirkweise scheint daher fiir LBPS03-behandelte Zellen nicht
zwangslaufig notwendig zu sein, um die Apoptose zu induzieren. Obwohl LBPSO03
vergleichbar zur Caspase-3/-7 sowie Caspase-9 zeitabhingig die Aktivierung der Caspase-8
induzieren konnte (vgl. Abb. 11), scheint eine Caspase-8-abhingige Spaltung des
proapoptotischen Proteins Bid nicht notwendig zu sein, um den intrinsischen Apoptose-
signalweg in LBPSO3-behandelten Zellen zu induzieren (vgl. Abb. 24 C). Vergleichende
Beobachtungen erzielten JOST und Kollegen (2009) in Hepatozyten, in denen der Verlust von
XIAP durch Gene-Targeting oder Smac-Mimetika zu einer CD95-induzierten Apoptose
erfolgte, der in einer Bid-unabhéngigen Weise vermittelt wurde. OWENS und Kollegen (2013)
postulierten, dass die Abwesenheit von XIAP die Notwendigkeit einer Bid-Spaltung
verringert, um den intrinsischen Signalweg zu aktivieren. Die bisherigen Untersuchungen
deuten darauf hin, dass LBPS03 sowohl den extrinsischen wie auch den intrinsischen
Signalweg induzieren kann. Die Aktivierung des intrinsischen Signalwegs scheint in einer
p53-abhingigen Weise zu verlaufen und zu einer verstirkten Expression von proapoptotische
Faktoren zu fiihren, die Bcl-Familienmitglieder inhibieren. Daraufhin initiiert ein verdndertes
mitochondriales Membranpotential die Ausschiittung von proapoptotischen Faktoren wie
Smac und Cytochrom ¢ aus dem Intermembranraum (LI et al., 1997) und leitet dadurch die

Apoptose ein (vgl. Abb. 37)
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Abbildung 38: Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03 auf ausgewahlte Apoptosesignalwege
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4.4.6. In Abhéngigkeit von p53 aktiviert LBPS03 die Caspase-2

Die Aktivierung der Caspase-2 erfolgt durch die Oligomerisierung eines Multimerprotein-
komplexes, dem sogenannten PIDDosom (BAPTISTE-OKOH et al., 2008a). PIDD zihlt neben
proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-Familie zu den p53-induzierbaren Genen (LIN et al.,
2000). Neben der Aktivierung von Caspasen, die sowohl im extrinsischen wie auch im
intrinsischen Apoptosesignalweg eine wichtige Rolle spielen, konnte durch LBPS03
zeitabhingig die Initiierung der Caspase-2 beobachtet werden (vgl. Abb. 11). Die Aktivierung
der Caspase-2 konnte effektiv durch die Verwendung des pan-Caspaseinhibitors
Z-VAD-FMK gesenkt werden. Die Initilerung des DNA-Damagepathways konnte fiir die
Aktivierung der Apoptose unter LBPSO03-Einfluss verantwortlich sein. Die Affymetrix-
Analysen gaben erste Hinweise darauf, dass LBPS03 das Gen PIDD stirker induzierte als
vergleichsweise in kontrollbehandelten Zellen (vgl. Tab. 7). Auf Proteinebene bewirkte der
Zelltod-Aktivator LBPSO3 eine konzentrationsabhingige Zunahme beziehungsweise eine
Stabilisierung der PIDD-FL-Isoform und eine konzentrationsabhingige Abnahme der
PIDD-C-Isoform (vgl. Abb. 23). Die Zunahme der PIDD-FL-Form durch LBPS03 deutet
darauf hin, dass der p53-abhingige Anstieg der PIDD-mRNA zu einer translationalen
Umsetzung fithrt. Auf Proteinebene wiirde demnach zunichst eine PIDD-FL-Isoform
entstehen. BERUBE und Kollegen (2005) zeigten in ihrer Studie, dass eine Uberexpression von
PIDD zu einem RAIDD-abhingigen Zelltod fiihren kann. Die Spaltung von PIDD-FL zu
PIDD-C fordert zunédchst die Interaktion mit NEMO und RIP1, die eine Aktivierung des
NF-kB-Signalweges initiiert. Eine weitere Spaltung von PIDD-C in PIDD-CC dagegen
begiinstig die Formierung eines RAIDD-abhingigen Komplexes, der wiederum zu einem
Caspase-2-vermittelten Zelltod fiihrt (RIBE et al., 2008). Fiir Etoposide wurde bereits die
Abhingigkeit von einem NEMO-RIP1-Komplex beschrieben, der unter Verwendung hoher
Dosen zu einer Rekrutierung von FADD fithren kann und damit ebenfalls zu einer
Aktivierung der Caspase-8 fiihrt (BITON & ASHKENAZI, 2011). Die Reduktion der PIDD-C-
Form unter Zugabe von LBPS03 wiirde fiir eine weitere Spaltung des Proteins in eine
PIDD-CC-Form sprechen, die jedoch unter experimentellen Bedingungen nicht nachgewiesen
werden konnte. Da die konzentrationsabhingigen Anderungen der PIDD-Expressionslevel
durch LBPSO03 bereits nach 24 Stunden bestimmt wurden, die Caspase-2 jedoch erst nach
72 Stunden ihr vollstdndiges Potential entfaltet, 1dsst darauf schlieen, dass neu synthetisierte
PIDD-FL-Proteine mit voranschreitender Inkubationsdauer zunéchst in PIDD-C und danach
in PIDD-CC gespalten werden, was zur Rekrutierung von RAIDD oder FADD fiihrt und die
Aktivierung der Caspase-2 einleitet (vgl. Abb. 37).
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4.4.7. P53-induzierbare Gene unterdriicken den p21-abhéangigen Zellzyklusarrest in
LBPS03-behandelten Zellen

Ein weiteres Gen, welches in Abhéngigkeit von p53 infolge eines LBPS03-Stimulus induziert
werden konnte, war CDKNIA, welches fiir den Cyclin-abhidngigen Kinase-Inhibitor 1, oder
auch bekannt als p21, kodiert. Neben der Funktion, den Zellzyklus-Arrest einzuleiten
(HARPER et al., 1993), hat p21 die Aufgabe, effektiv die Apoptose zu unterdriicken
(BAPTISTE-OKOH et al., 2008b; SOHN et al., 2006). Neben CDKNIA wurden die beiden Gene
DDB?2 und RRM2B in LBPS03-behandelten Zellen verstirkt transkribiert. Das Gen RRM2B
ist ein weiteres wichtiges Transkriptionstarget von p53 und itibernimmt eine entscheidende
Funktion in der Vorstufe der DNA-Reparatur (NAKANO et al., 2000; TANAKA et al., 2000).
Das Gen DDB2 wird in Folge einer DNA-Schidigung p53-abhingig verstérkt transkribiert
(CHU, 2002). Das Protein besitzt die Funktion, den CDK-Inhibitor p21 zu degradieren
(STOYANOVA et al., 2009). Der Zelltod-Aktivator LBPS03 begiinstigt die Ubiquitinierung
und die Abnahme der Proteinmenge von p21 (vgl. Abb. 22 und Abb. 29). Die Expression des
Proteins p21 stellt in Zellen, die einer DNA-Schiadigung unterliegen, ein Problem dar, da
sowohl p53 proapoptotische Signalwege induziert, zugleich aber auch die Transkription von
p21 wiederum induziert (STOYANOVA et al., 2009). Der Verlust von p21 fiihrte zu einer

Sensitivierung gegeniiber Apoptose in Folge einer DNA-Schidigung (TIAN et al., 2000).

4.4.8. Das Protein p53 induziert in einem negativen Feedback antiapoptotische Gene

Neben den Genen, die LBPS03-abhiingig induziert werden und zu einem proapoptotischen
Schicksal beitragen, wurden im Rahmen der Affymetrix-Array-Analyse Gene identifiziert, die
antiapoptotische Eigenschaften besitzen. Als Folge einer p53-Aktivierung konnen in einer
negativen Feedback-Schleife p53-abhingige Gene wie MDM?2 transkribiert werden. MDM?2
seinerseits blockiert die p53-transkriptionelle Aktivierungsdomine (Ubersicht in LEVINE,
1997). Unter Stresseinfluss polyubiquitiniert MDM?2 sich selbst und fordert somit eine lingere
Lebensdauer von p53 (RILEY et al.,, 2008). Fiir LBPS03-behandelte Zellen konnte eine
MDM2-Transkriptionszunahme nachgewiesen werden (vgl. Abb. 21 und Tabelle 7). Neben
der Funktion, p53 in einem negativen Feedback-Loop zu inhibieren, unterstiitzt MDM?2 die
Expression von XIAP auf translationaler Ebene (GU et al., 2009). GU und Kollegen (2009)
wiesen nach, dass erhohte MDM?2-Expressionslevel in Tumorzellen hédufig mit einer
Resistenz gegeniiber einer Chemotherapie oder Bestrahlung korrelierten und fiihrte das auf

die Eigenschaft von MDM2 zuriick, die Translation von XIAP positiv zu beeinflussen. Neben
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MDM? konnte eine gesteigerte mRNA-Expression von MDM4 durch LBPS03 nachgewiesen
werden, die nicht direkt auf eine Aktivierung von p53 zuriickzufiihren ist, aber ebenfalls zu
dessen Inhibierung beitrdgt (SHVARTS et al., 1996). Die durch DNA-Schidigung bedingte
Stabilisierung von p53 fiihrt dazu, dass MDM2 sich selbst und MDM4 ubiquitiniert und
folglich degradiert (TOLEDO & WAHL, 2007). Der LBPS03-induzierte Stress in ClearCa-2-
Zellen fordert die Akkumulation von p53, das konnte wiederum zu einer MDM2-
Ubiquitinierung fiihren, in dessen Folge die Transkription von XIAP nicht mehr unterstiitzt
werden kann. Diese Uberlegungen unterstiitzen die Beobachtungen, dass XIAP unter Einfluss
von LBPS03 vermindert nachgewiesen werden konnte. Somit fordert LBPS03 nicht nur die
direkte Inhibierung von XIAP iiber die mogliche Interaktion mit der BIR3-Doméne, sondern
beeinflusst indirekt durch die pS3-Aktivierung, dass weniger XIAP-mRNA translatiert wird.

Ein weiteres antiapoptotisches Gen, welches durch LBPS03 zunehmend exprimiert wurde,
war BIRCS, das ebenfalls ein Zielgen von p53 darstellt und fiir das IAP-Protein Survivin
kodiert (vgl. Abb. 21 A; MIRZA et al., 2002). Der Anstieg der BIRC5-mRNA-Expression in
LBPSO03-behandelten Zellen ist nur sehr gering und konnte einen kompensatorischen Effekt

darstellen.

4.4.9. Die Rolle der c-IAPs in der LBPS03-abhangigen Aktivierung des NF-kB-
Signalwegs

Durch die Aktivierung von Rezeptoren der TNF-Rezeptor-Superfamilie werden Signale fiir
Proliferation, Differenzierung, Uberleben und Zelltod weitergeleitet. In den folgenden
Ausfiihrungen werden die Darstellungen von WILSON und Kollegen (2009) zusammengefasst
erldutert, wie in Abhingigkeit des Adaptermolekiils, welches zum Rezeptor rekrutiert wird,
tiber das Zellschicksal entschieden wird. FADD und TRADD sind zwei dieser Adapter-
proteine. FADD bildet am Rezeptor den sogenannten DISC-Komplex und kontrolliert den
Zelltod durch Caspase-8 und Caspase-10, TRADD dagegen rekrutiert die Kinase RIP1, TRAF
und die beiden zelluldren IAPs c-IAP1 und c-IAP2, die zusammen den Komplex I bilden.
Hauptsichlich besitzen die Rezeptoren CD95, TRAIL-R1 und TRAIL-R2 proapoptotische
Funktionen, die zur Rekrutierung von FADD fiihren, wohingegen bei DR3 und TNF-R1 das
Molekiill TRADD involviert und fiir entziindliche Aktivititen verantwortlich ist. In einigen
Fillen, unter anderem in Anwesenheit von IAP-Antagonisten, kann der Komplex I mit dem
Adapterprotein TRADD auch die Apoptose beziehungsweise die Nekroptose induzieren
(WILSON et al., 2009).
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Die zelluliren IAPs spielen eine wichtige Funktion in der Regulation der Kinasen des
kanonischen und nicht-kanonischen NF-kB-Signalwegs. In Anwesenheit von c-IAP1 und
c-IAP2 wird NIK negativ reguliert, die Inhibierung der zelluliren IAPs durch IAP-
Antagonisten oder Smac-Mimetika bewirkt die Stabilisierung von NIK und die Aktivierung
des nicht-kanonischen Signalwegs (VARFOLOMEEV et al., 2007; VINCE et al., 2007). Der
Verlust der zelluldren IAPs, insbesondere von c-IAP1 durch Smac-Mimetika, verursacht in
einigen Fillen die Sekretion von TNFa, sodass in einer RIP1-abhingigen Weise der Zelltod
induziert werden kann (vgl. FULDA, 2015). PETERSEN und Kollegen (2010) beschrieben die
Abhingigkeit einiger Smac-Mimetika von TNFa-Signalling als ,,Paradoxon®, da Smac-
Mimetika normalerweise nicht den NF-xB-Signalweg beeintrichtigen, sondern das Signal
nutzen, um durch die Degradierung der zelluldren IAPs einen RIP1-abhingigen Komplex zu
bilden, der als Folge die Apoptose induziert (WANG et al., 2008). Viele bekannte Smac-
Mimetika wie Birinapant, AT406, GDC-0152 und LBW242 besitzen das Potential, an die
BIR3-Domine von c-IAP1 zu binden und dessen proteosomale Degradation zu induzieren
(ALLENSWORTH et al., 2013; CAI et al., 2011; FLYGARE et al., 2012; ESCHENBURG et al.,
2012; BENETATOS et al., 2014). Auch MULLER-SIENERTH und Kollegen (2011) beobachten
eine BV6-abhingige Degradierung von c-IAPI, in deren Folge die Kinase NIK stabilisiert,
NF-«B induziert und der nicht-kanonische Signalweg aktiviert wurde. CHEUNG und Kollegen
(2011) zeigten in ihren Studien, dass Smac-Mimetika-Resistenzen trotz Anwesenheit von
TNFo auf die Akkumulation von NIK zuriickzufiihren sind. Sie wiesen nach, dass eine NIK-
Stabilisierung sowohl den kanonischen wie auch den nicht-kanonischen Signalweg fordert

und unter anderem antiapoptotische Gene wie c-FLIP verstirkt transkribiert.

Kontrovers zu vielen Studien, dass Smac-Mimetika die Degradation von c-IAP1 und teilweise
auch von c-IAP2 hervorrufen, wurde durch LBPS03 stattdessen konzentrationsabhéngig eine
besonders starke Induktion von c-IAP2 nachgewiesen (vgl. Abb. 17 B + C). Die Initiierung
von c-IAP2 erfolgte innerhalb weniger Stunden, sodass das Molekiil bereits nach 24 Stunden
verstirkt und mit erhohter Frequenz in ClearCa-2 Zellen auftrat. Moglicherweise bewirkte die
Zunahme des c-IAP2-Expressionsniveaus in LBPS03-behandelten Zellen auch eine verstirkte
Ubiquitinierung von NIK (vgl. Abb. 29).

In Western-Blot-Analysen konnte beobachtet werden, dass in ClearCa-2-Zellen unter
Kontrollbedingungen die p65-Einheit von NF-kB exprimiert wurde und gleichzeitig
phosphoryliert vorlag. DYNEK und Kollegen (2010) wiesen darauf hin, dass mdglicherweise
eine Kl11-Ubiquitinierung von RIP1 durch c-IAPs in Tumorzellen fiir eine partielle

Aktivierung von NF-kB verantwortlich ist, welche Gene induziert, die essentiell fiir das
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Uberleben und Entziindungsreaktionen sind. Die konzentrationsabhiingige Stabilisierung von
c-IAP2 in LBPSO3-behandelten Zellen konnte auf eine Induktion des kanonischen
NF-kB-Signalwegs zuriickzufiihren sein (vgl. Abb. 37). Zugleich akkumulierte die Kinase
RIP1 mit steigender Konzentration in LBPS03-behandelten ClearCa-2-Zellen. Inwieweit die
Stabilisierung von RIP1 auf eine K63-Ubiquitinierung der zelluldren IAPs zuriickzufiihren ist
und ob dies in Abhéngigkeit des TNF-Rezeptors geschieht, konnte ihm Rahmen dieser Arbeit
nicht gekldrt werden.

Losungsmittelbehandelte Zellen charakterisierten sich zudem durch eine starke Expression
des NF-xB-p65-Inhibitors IkBa (vgl. Abb. 28). Nach einer LBPS03-Behandlung sank die
Proteinmenge von IxkBa konzentrationsabhédngig. Zugleich nahm die phoshorylierte NF-xB-
Form zu, was fiir eine Aktivierung des kanonischen NF-xB-Signalwegs sprechen wiirde.
ALLENSWORTH und Kollegen (2013) berichteten iiber vergleichbare Ergebnisse durch die
Behandlung von TRAIL-resistenten SUM190-Zellen mit Birinapant. Nach einer Inkubations-
dauer von 4 Stunden wurde NF-xB-p65 zunehmend phosphoryliert und nach 24 Stunden auf
Ausgangszustand zuriickgesetzt, wohingegen die Gesamtproteinmenge von NF-kB nicht von
der Losungsmittelkontrolle differierte. Der NF-kB-Signalweg ist in der Lage, die
Transkription von Genen wie TNFa, TNF-RI, Fas (CD95) und FasL (CD95L) zu initiieren
(Shakhov et al. 1990; Collart et al. 1990; Chan et al. 1999; MATSUI et al., 1998). Fiir einige
Smac-Mimetika wurde beschrieben, dass die Apoptose durch die NF-kB-vermittelte
Induktion von TNFo induziert werden kann und zur Aktivierung der Caspase-8 fiihrte
(BERTRAND et al., 2008; VARFOLOMEEYV et al., 2007; PETERSEN et al., 2007). FULDA (2015)
beschrieb die Sekretion von TNFo und CD95L durch einige Smac-Mimetika als
autokrine/parakrine Schleife, die durch die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs eintritt und als
Folge die Apoptose induziert. Dabei spielen ganz besonders die c-IAP-degradierenden
Eigenschaften der Smac-Mimetika eine wichtige Rolle. Neben der Initiierung des NF-«xB-
Signalwegs durch Birinapant beobachteten ALLENSWORTH und Kollegen (2013) hingegen die
Degradierung von c-IAP1 sowie eine Abhingigkeit von der Kinase RIP1. Neben c-FLIP
induziert NF-«xB als Transkriptionsfaktor zudem die Transkription von antiapoptotischen
Proteinen wie c-IAPI und c-IAP2 (CHU et al., 1997, KREUz et al., 2001). Ein
Resistenzmechanismus gegeniiber einer Smac-Mimetika-induzierten Behandlung liegt in der
NF-kB-abhingigen Expression von c-IAP2 vor (Ubersicht in TENEV et al., 2011).
Moglicherweise ist die Aktivierung des kanonischen NF-kB-Signalwegs fiir eine verstirkte
c-IAP2-Expression in LBPSO03-stimulierten Zellen verantwortlich. Die Affymetrix-

Untersuchungen wiesen jedoch darauf hin, dass in LBPSO3-stimulierten Zellen weder eine
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Zunahme der c-IAP1- noch ein Anstieg im c-IAP2-mRNA-Expressionsniveau auftrat. Da die
Affymetrix-Analysen nur einen Zeitpunkt sowie eine Substanzkonzentration berticksichtigen,
ist eine potentiell verstirkte Transkription der beiden zelluliren IAPs zu einem anderen
Zeitpunkt beziehungsweise eine hohere LBPS03-Dosis nicht ausgeschlossen.

LEE UND SONG (2016) beschreiben eine weitere Form der NF-kB-abhidngigen Resistenz
gegeniiber einer Smac-Mimetika-Behandlung, indem durch die Ubiquitin-spezifische
Protease 11 (USP11) das Protein c-IAP2 posttranslational stabilisiert wird. Die Expression
von USP11 erfolgt durch die Aktivierung von JNK-Signalwegen (LEE & SONG 2016). Die
Aktivierung des JNK-Signalwegs in LBPS03-behandelten Zellen konnte eine Alternative
darstellen, sodass c-IAP2 verstirkt in Zellen akkumuliert, indem die gesteigerte Expression
der Protease USP11 das Protein c-IAP2 auf posttranslationeller Ebene zunehmend stabilisiert
(vgl. Abb. 37). Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs konnte ein Versuch sein, eine

Resistenz gegeniiber LBPS03-induzierter Apoptose zu erwerben.

Neben Genen, die in einer NF-kB-abhingigen Weise in LBPS03-stimulierten Zellen zur
erhohten Expression von antiapoptotischen Genen fiihrten, konnten das Gen TNFRSF10B,
welches fiir den TRAIL-R2-Rezeptor kodiert, und Fas, welches ebenfalls in Folge einer
NF-kB-beziehungsweise p53-Aktivierung induziert werden kann, als LBPS03-induzierbare
Gene identifiziert werden (CHAN et al., 1999). Beide Proteine sind beféhigt, den extrinsischen

Apoptosesignalweg zu induzieren (vgl. Abb. 37).

Die Untersuchung des Zelltod-Aktivators LBPSO3 deutet darauf hin, dass Smac-Mimetika
nicht zwangsldufig zellulire IAPs degradieren miissen, um effektiv die Apoptose zu
induzieren. Ob der kanonische oder nicht-kanonische NF-kB-Signalweg infolge einer Smac-
Mimetika-Behandlung induziert werden kann, hingt hauptsdchlich von dem Zielmolekiil der
Substanzen ab. C-IAP-degradierende Smac-Mimetika bevorzugen den nicht-kanonischen
Signalweg iiber die Stabilisierung der Kinase NIK, wohingegen der XIAP-degradierende
Zelltod-Aktivator LBPSO3 direkt die Apoptose induziert. Die LBPS03-abhingige Aktivierung
des NF-kB-Signalwegs konnte einen Resistenzmechanismus darstellen, der entweder durch
die Bildung eines PIDDosom-Komplexes in Folge von DNA-Schidigung auftritt oder in einer
TNF-R1-abhingigen Weise, die zur Stabilisierung von RIP1 fiihrt. Folglich wird NEMO
aktiviert und IxkBa degradiert, was wiederum den kanonischen NF-kB-Signalweg induziert
und zur Transkription von antiapoptotischen Genen wie c-IAP1, c-IAP2 und FLIP, aber auch
proapoptotischen Faktoren wie CD95 und TRAIL-R2 fiihrt (vgl. Abb. 37). Smac-Mimetika,
die ausschlieBlich die Degradierung von zelluldren IAPs einleiten, miissen zwangslidufig in

einer autokrinen/parakrinen Schleife proapoptotische Faktoren sekretieren, damit in einer
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zweiten Aktivierung die Apoptose induziert werden kann. Die verstidrkte Expression von Fas
in LBPS03-behandelten Zellen konnte dabei dhnlich wie die Sekretion von Zytokine, die in
autokrinen/parakrinen Wirkweisen durch Smac-Mimetika hervorgerufen werden, durch
NF-kB induziert werden oder in einer p53-abhingigen Weise. Im Gegensatz zu den
bekannten Smac-Mimetika wird jedoch durch LBPS03 nicht das Gen TNFa transkribiert,
sondern vermehrt die Todesrezeptoren CD95 und TRAIL-R2 exprimiert.

4.4.10.LBPS03 fordert die Ubiquitinierung von A20, einem Inhibitor des NF-kB-
Signalwegs

Neben IkBa stellt das Molekiill A20 einen wichtigen Inhibitor des Transkriptionsfaktors
NF-«B dar (LEE et al., 2000). A20 gehort zu den TNF-induzierbaren Genen, welche in
Abhidngigkeit von NF-«kB transkribiert werden und zugleich die Funktion besitzen, die
Apoptose in TNF-vermittelten Signalwegen zu inhibieren (DIXIT et al., 1990; OPIPARI et al.,
1992). Das Gen TNFAIP3, welches fiir das Protein A20 kodiert, wird vermutlich verstarkt
exprimiert durch die LBPS03-vermittelte Aktivierung des NF-kB-Signalweges (vgl. Tab. 7).
Gleichzeitig geben einige Untersuchungen Hinweise darauf, dass das Protein A20 durch
LBPSO03 ubiquitiniert wird (vgl. Abb. 29). Eine LBPS03-abhingige Ubiquitinierung von A20
hat moglicherweise zur Folge, dass die Kinase RIP1 nicht mehr fiir den proteosomalen Abbau
durch A20 gekennzeichnet werden kann und in den Zellen akkumuliert (vgl. Abb. 27).
Tumorzellen, die dagegen deutlich erhohte Expressionslevel von A20 aufwiesen,
charakterisierten sich durch eine Resistenz gegeniiber TNF-vermittelter Apoptose, indem die
Aktivierung des NF-xB-Signalwegs unterdriickt wurde (Ubersicht in BEYAERT et al., 2000).
BEYAERT und Kollegen (2000) schildern zusammenfassend in ihrer Arbeit die Funktion von
A20. Die Anwesenheit von A20 unterbindet die Phosphorylierung von IkBa und verhindert
zugleich dessen Degradierung. Ubereinstimmende Ergebnisse erzielten auch LEE und
Kollegen (2000), die nachweisen konnten, dass A20-defiziente embryonale Mausfibroblasten
gegeniiber TNF-induziertem Zelltod sehr sensitiv waren. Die verldngerte IKK-Aktivierung
und IkBa-Phosphorylierung forderten eine NF-xB-Aktivierung und die damit einhergehende
Expression von Zytokinen. Die Hemmung von IKK, vergleichbar mit einer Inhibierung durch
A20, verhinderte die Assoziation von c-IAP2 an den Rezeptor, sodass RIP1 nicht mehr von
dem membrangebundenen Rezeptor dissoziieren konnte (vgl. Abb. 37). Als Konsequenz
wurde die Interaktion zwischen RIP1 mit Caspase-8 und FADD unterbunden
(zusammengefasst in PETERSEN et al., 2010). Die A20-Ubiquitinierung in LBPSO03-

behandelten Zellen begiinstigt moglicherweise das proapoptotische Schicksal, indem RIP1 in
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den Zellen akkumuliert, zur Initiierung des kanonischen NF-kB-Signalwegs fiihrt und die
Transkription von proapoptotischen Zytokinen fordert. Ein Faktor, der im Rahmen dieser
Dissertation nicht untersucht wurde, ist das Protein CYLD, welches an der RIP1-abhingigen
Aktivierung der Caspase-8 durch den Komplex IIb beteiligt ist, indem es die
Ubiquitinierungsketten dhnlich wie A20 entfernt, was dann jedoch zu einer Stabilisierung von
RIP1 fiihrt (WANG et al., 2008). Da der Zelltod-Aktivator LBPS03 konzentrationsabhéngig
die Spaltung der Kinase RIP1 unterdriickt, zugleich zunehmend in ClearCa-2-Zellen
akkumuliert und der NF-xB-Signalweg induziert werden kann, besteht die Moglichkeit, dass
sich durch die Interaktion aus FADD, RIP1 und Caspase-8 der Komplex Ila beziehungsweise
der durch genotoxischen Stress entstandene Ripoptosom-Komplex formieren kann und die

Caspase-8 aktiviert (vgl. Abb. 37).

4.4.11.Die Stabilisierung von RIP1 durch LBPS03 begiinstigt méglicherweise die
Ripoptosombindung und die Initiierung der Caspase-8

Obwohl die IAPs nicht direkt an der Inhibierung der Caspase-8 beteiligt sind, postulierten
GAITHER und Kollegen (2007) in ihrer Arbeit, dass bei einer Smac-Mimetika-bedingten
Apoptose der extrinsische Signalweg nicht weniger relevant ist als der intrinsische Signalweg.
Fiir die Substanz LBPS03 konnte nicht nur die Aktivierung des intrinsischen, sondern auch
eine Beteiligung des extrinsischen Apoptosesignalweges beobachtet werden. Moglichkeiten
zur Initiierung der Caspase-8 sind, dass LBPS03 in einer NF-xB-abhédngigen Weise iiber eine
Feedback-Schleife beziehungsweise durch eine p53-Aktivierung zur Sekretion von CD95
fiihren und den extrinsischen Signalweg aktiviert (vgl. Abb. 37). Der DISC-Komplex initiiert
die Aktivierung der Caspase-8 und kann zudem die Kinase RIP1 rekrutieren, sodass sich das
Ripoptosom formiert (KISCHKEL et al., 1995) und in einer RIP1-abhingigen Weise die
Apoptose induziert. Neben der Moglichkeit, dass der Ripoptosom-Komplex sich infolge einer
Todesliganden-vermittelten Apoptose bildet, kann sich der Komplex auch spontan durch
genotoxischen Stress formieren (TENEV et al., 2011). Des Weiteren besteht die Option, dass
in einer RIP1-abhingigen Weise die Caspase-8 initiiert wird, indem aus dem TNFR-
assoziierten Komplex I der zytosolische Komplex Ila hervorgeht und in einer TRADD-

abhingigen Weise die Apoptose einleitet (TENEV et al., 2011).

Der Abbau zelluldrer IAPs unter Einfluss von Smac-Mimetika begiinstigt die Formierung des
Ripoptosoms und die Aktivierurng der Caspase-8. Da jedoch die zelluldren IAPs durch den
Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03 verstirkt exprimiert wurden, scheint die Bildung des
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RIP-abhingigen Komplexes unabhingig von der Degradation der c-IAPs zu verlaufen.
Alternativ konnte genotoxischer Stress sowie die CD95-vermittelte Signalweiterleitung die
Formierung des Ripoptosom-Komplexes begiinstigen. Die Aktivierung der Caspase-8 hingt
davon ab, ob aus dem Ripoptosom-Komplex eine Caspase-8-Homodimerizierung, eine
Caspase-8-c-FLIP - oder ein Caspase-8-c-FLIPs-Heterodimerizierung hervorgeht, wobei
Erstere als einzige die Apoptose induzieren kann. Eine Heterodimerizierung mit c-FLIPy, fiihrt
meistens zu einer Spaltung von RIP1 und zum Zelliiberleben, wohingegen ein Heterodimer
aus c-FLIPs und Caspase-8 in der Nekroptose miindet (SCHILLING et al., 2014). LEE UND
SONG (2016) beobachteten, dass die Apoptose unterdriickt werden kann, wenn zum Zeitpunkt
der NF-«xB-abhidngigen c-IAP2-Expression, nicht geniigend RIP1-FADD-Caspase-8-
Komplexe gebildet wird. Die Aktivierung des NF-kB-Signalwegs sowie eine Zunahme im
c-IAP2-Proteinniveau und eine Caspase-8-Aktivierung wiirde dafiir sprechen, dass sich zum
Zeitpunkt der moglichen c-IAP2-Stabilisierung geniigend Ripoptosom-Komplexe in LBPS03-
behandelten Zellen gebildet haben, sodass die Initiierung der Caspase-8 erfolgt. TENEV und
Kollegen (2011) schildern in ihrer Arbeit, dass eine induzierte Uberexpression von RIP1
durch Smac-Mimetika zu einer spontanen TNF-, TRAIL-, CD95L- und Mitochondrien-
unabhingigen Formierung des RIP1/FADD/Caspase-8-Komplex fiihrt.

Inwieweit tatsidchlich das Ripoptosom fiir die Aktivierung verantwortlich ist, bleibt noch zu
kliren. Der DNA-Damagepathway, der in LBPSO3-behandelten Zellen zu einer p53-
Aktivierung fiihrt, wiirde des Weiteren auf eine spontane Formierung des Ripoptosoms
hindeuten. Die verstirkte Expression von CD95 deutet auf die Aktivierung des extrinsischen
Signalwegs hin. RIP1 wiirde demnach eine bivalente Funktion i{ibernehmen, die in einer
ersten Aktivierungswelle in LBPS03-behandelten Zellen in einer Aktivierung des NF-xB-
Signalwegs miindet. Die zweite Welle induziert durch die Sekretion von CD95 den ex-

trinsischen Apoptosesignalweg, falls CD95 nicht infolge einer pS3-Aktivierung initiiert wird.

Necrostatin-1 ist ein Hemmer der Kinase RIP1, der die Interaktion zwischen RIP1 und RIP3
unterbindet (DEGTEREV et al., 2005). Die Hemmung durch Necrostatin-1 scheint keinen
Einfluss auf das apoptotische Schicksal von LBPS03-behandelten Zellen zu nehmen. Nec-1 in
Kombination mit LBPSO3 verstirkten weder die Caspase-8 noch verminderten sie diese (vgl.
Abb. 35 A). Des Weiteren besall Necrostatin-1 nicht die Fihigkeit, die Caspase-3-induzierte
PARP-Spaltung in LBPS03-behandelten Zellen zu steigern oder zu reduzieren (vgl. Abb. 35
C). Interessanterweise jedoch bewirkten Nec-1 und LBPSO3 in einer vergleichbaren Weise
die RIP1-Akkumulation in ClearCa-2-Zellen (vgl. Abb. 36). Necrostatin-1 besitzt die

Moglichkeit, mit seinem Zielmolekiil RIP1 zu interagieren, um die Kinase zu stabilisieren,
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sodass RIP1 in einer inaktiven Konformation vorliegt (XIE et al., 2013). Vergleichende
Effekte induzierte vermutlich die Substanz LBPS03. Die Kombination beider Substanzen
stabilisierte die Kinase RIP1 in einer additiven Weise (vgl. Abb. 36). Die Akkumulation von
RIP1 durch LBPSO3 fordert moglicherweise die Stabilisierung der Kinase, was auf eine
Formierung des Ripoptosoms zuriickzufiihren ist. Die Stabilisierung durch Necrostatin-1
dagegen scheint ein Resultat einer Inaktivierung des Proteins zu sein. Obwohl RIP1 durch
Nec-1 moglicherweise inaktiviert wird, kann die Caspase-8 unter Einfluss des Zelltod-

Aktivators LBPS03 induziert werden.

4.4.12.Durch die Hemmung der Caspasen wird in LBPS03-stimulierten Zellen ein
Caspase-unabhangiger Zelltod induziert

Obwohl die Aktivierung der Caspasen durch Z-VAD-FMK effizient in LBPS03-behandelten
Zellen blockiert werden konnte, konnte das Uberleben nicht vollstandig durch die
Verwendung eines Caspaseinhibitors gesteigert werden. Eine Alternative zur Apoptose stellt
die Nekroptose dar, bei der es sich um eine Form des Caspase-unabhéngigen Zelltods handelt
(VANDEN et al., 2014). RIP1 tibernimmt eine wichtige Schalterfunktion in der Nekroptose
und der RIP-abhéngigen Apoptose (FEOKTISTOVA et al., 2011; TENEV et al., 2011). Werden
Caspasen durch Caspaseinhibitoren wie Z-VAD-FMK gehemmt, konnen Zellen einem pro-
grammierten nekrotischen Zellschicksal, der Nekroptose, unterliegen (CAUWELS et al., 2003;
VERCAMMEN et al., 1998; VANDEN et al., 2014). In Folge der Inhibierung der Caspasen durch
Z-VAD-FMK in LBPS03-behandelten Zellen konnte aus dem RIP-abhingigen Komplex Ila
beziehungsweise dem Ripoptosom das Necrosom hervorgehen, um die Nekroptose zu
induzieren. Um zu {iberpriifen, ob in LBPS03/Z-VAD-FMK-stimulierten Zellen die
Nekroptose induziert werden konnte, wurde der Nekroptoseinhibitor Necrostatin-1 (Nec-1)
verwendet. Die Anwendung von Nec-1 konnte das Uberleben in LBPS03-behandelten Zellen
unter Zugabe des Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK jedoch nicht steigern (vgl. Abb. 34).

Fiir einige Smac-Mimetika konnte bereits das Umschalten zwischen Apoptose zu Nekroptose
durch die Inhibierung von Caspasen beschrieben werden. Das Smac-Mimetikum BV6 und
IFNa induzierten in einer synergistischen Weise die Apoptose durch die Aktivierung der
Caspasen (ROESLER et al., 2016). Eine Hemmung der Caspasen 16ste einen nekroptotischen
Zelltod aus, der unter Verwendung von Nec-1 das Zelliiberleben sicherte (ROESLER et al.,
2016). Auch REITER und Kollegen (2016) zeigten in ihrer Arbeit an Nierenzellkarzinom-
zellen, dass BV6 und TNFa in einer kombinatorischen Anwendung die Apoptose induzierten.

Durch eine gleichzeitige Caspasehemmung steigerte Nec-1 das Zelliiberleben in BV6/TNFa-
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stimulierten Zellen jedoch nicht signifikant. Sie konnten nachweisen, dass eine
pharmakologische Hemmung der Kinase RIP1 nicht ausreichend war, um die programmierte
Nekrose zu unterdriicken. Ein RIP1-Knockdown dagegen hemmte eine BV6/TNFa-induzierte
Nekroptose unter Einfluss eines Caspaseinhibitors (REITER et al., 2016). Die Untersuchungen
von REITER und Kollegen (2016) konnten jedoch auch dafiir sprechen, dass die
pharmakologische Hemmung durch Nec-1 in LBPS03/Z-V AD-FMK-stimulierten Zellen nicht
ausreichend ist, um den nekroptotischen Zelltod umzukehren. Um zu iiberpriifen, ob
LBPS03/Z-VAD-FMK-stimulierte Zellen die Nekroptose induzieren, miisste in weiteren

Untersuchungen ein RIP1-Knockdown durchgefiihrt werden.

Necrosulfonamide (NSA) ist ein MLKL-Inhibitor und weiterer Hemmer der Nekroptose, der
die RIP3-abhingige Phosphorylierung von MLKL verhindert (SUN et al., 2012). CHROMIK
und Kollegen (2014) wiesen nach, dass BV6 in Kombination mit Cytarabin in akuten
myeloischen Leukimiezellen die Apoptose induziert, wobei die Verwendung eines
Caspaseinhibitors das Zelliiberleben nicht steigert. Sowohl eine zusétzliche Verwendung von
Nec-1 wie auch NSA hoben dagegen das Zelliiberleben auf Kontrollniveau an und wiesen
damit nach, dass durch die Hemmung der Caspasen das nekroptotische Zellschicksal

beeinflusst wurde (CHROMIK et al., 2014).

Der anhaltende Zelltod unter Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03 in Anwesenheit des
Caspaseinhibitors Z-VAD-FMK bewirkte zudem eine Zunahme im p53-Expressionsniveau im
Vergleich zu einer LBPS03-Einzelbehandlung (vgl. Abb. 26 B). GODEFROY und Kollegen
(2004) zeigten, dass die Inhibierung von Caspasen zu einem p53-induzierten Caspase-
unabhingigen und Bcl-2-insensitiven Zelltod fithren kann. Neben der Nekroptose konnte in
LBPS03/Z-VAD-FMK-behandelten Zellen auch eine weitere Form des Caspase-
unabhéngigen Zelltods eine Rolle spielen. Der Caspase-unabhédngige Zelltod, der in Folge
einer Aktivierung des JNK-Signalweges eintritt, wird durch zelluldren Stress induziert, fiithrt
zur Phosphorylierung und Stabilisierung von p53 durch die JNK-Kinase (FUCHS et al., 1998).
MATSUYOSHI und Kollegen (2006) beobachteten eine JNK/FADD-vermittelte Regulation
durch Paclitaxel oder Tamoxifen, die eine FADD-Phosphorylierung und Aktivierung des
JNK-Signalwegs bewirkte, infolgedessen p53 stabilisiert wurde, der Zellzyklusarrest
eingeleitet und das Tumorwachstum gehemmt wurde. In den Todessignalwegen durch CD95-
Liganden beteiligt sich FADD normalerweise an der Formierung des DISC-Komplexes, der
zur proteolytischen Spaltung von Caspase-8 fiihrt (KISCHKEL et al., 1995). JNK représentiert
moglicherweise ein Schliisselmolekiil, das durch die Phosphorylierung von FADD auch in

einer Todesliganden-unabhingigen Weise die Initiierung der Caspase-8 hervorrufen und die
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Apoptose induzieren kann (CHEN et al., 2001). MULLER-SIENERTH und Kollegen (2011)
zeigten, dass der JNK-Signalweg auch iiber die Bindung eines Liganden an den TNF-R1-
Rezeptor aktiviert werden kann. In Anwesenheit des Zytokines TNFa induzierte Birinapant
eine TNF-R1-abhingige Phosphorylierung von JNK, das neben der Phosphorylierung von
IkBa ein Marker fiir die Initiierung des kanonischen NF-kB-Signalwegs darstellt (MULLER-
SIENERTH et al., 2011). Eine Aktivierung des JNK-Signalwegs durch LBPS03 konnte
demnach sowohl durch DNA-Schidigung wie durch Rezeptorstimulation vermittelt werden
und in An- wie auch in Abwesenheit von Caspasen zum Zelltod fithren. Die anhaltende
Expression von p53 in LBPSO3-stimulierten Zellen unter Einfluss des Caspaseinhibitors
Z-VAD-FMK wiirde eine Beteiligung des JNK-Signalwegs nicht ausschliefen. Durch
LBPS03-vermittelten genotoxischen Stress konnte moglicherweise FADD in Abhingigkeit
von JNK phosphoryliert und die Caspase-8 aktiviert werden. Die Anwesenheit des
Caspaseinhibitors fithrt moglicherweise dazu, dass die Caspase-8-Aktivierung blockiert wird

und LBPSO03 in einer JNK- und p53-abhingigen Weise den Zellzyklusarrest einleitet.

Interessanterweise deuten erste Ergebnisse darauf hin, dass LBPS0O3 den Proteinlevel der
Katalase reduzierte (vgl. Abb. 13). Dies konnte dafiir sprechen, dass der JNK-Signalweg
aktiviert wird, um eine ROS-abhingige Apoptose zu induzieren (vgl. Abb. 37).
HEINZELMANN UND BAUER (2010) zeigten, dass die pharmakologische Inhibierung der
Katalase durch 3-Aminotriazole, die HOCI- und NO/Peroxynitrit-Signalwege reaktiviert und
die Apoptose induziert werden konnte. Eine Moglichkeit der verminderten Expression der
Katalase wiirde dafiir sprechen, dass LBPS03 auch unter Abwesenheit des Caspaseinhibitors
den JNK-Signalweg beeinflusst und die Apoptose induziert.

Die Hinweise auf eine verminderte Proteinmenge von Pon2 in LBPSO3-behandelten Zellen
sprechen fiir eine Aktivierung des JNK-Signalwegs, da Pon2 direkt den JNK-Signalweg
hemmen kann und indirekt die Superoxid-Freisetzung aus der inneren Mitochondrien-
membran reduziert (WITTE et al., 2012). In Folge einer massiven Stdrung der Ca®*-
Homoostase konnte die Expression von Pon2 unter Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS03
durch einen Calpain-abhidngigen Abbau reduziert und die Apoptose eingeleitet werden
(HORKE et al., 2008). Die Reduktion beider Proteine, die an der Hemmung der JNK-
abhingigen Apoptose beteiligt sind, deutet daher darauf hin, dass ER-Stress in LBPS03-
Zellen eine weitere Rolle spielen konnte. Neben der Aktivierung des intrinsischen Signalwegs
weisen einige Ergebnisse darauf hin, dass eine genotoxische Schidigung beziehungsweise
eine Aktivierung des DNA-Damagepathways zur Initiierung des p53-Signalweges fiihrt (vgl.
Abb. 37).
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4.5. Necrosulfonamide induziert in ClearCa-2 die Apoptose und wirkt zusammen mit
LBPSO03 in einer additiven Weise

Necrosulfonamide (NSA) ist ein Inhibitor des RIP3-Substrats MLKL und ist dazu in der
Lage, die Nekroptose zu hemmen (LIAO et al., 2014). In ClearCa-2-Zellen besall NSA per se
bereits gute antiproliferative Eigenschaften (vgl. Abb. 34). Der Einsatz von NSA bewirkte
keine Verdnderungen im Proteinniveau von MLKL. Im Vergleich zu LBPS03 rief NSA
bereits in einer 10-fach geringeren Konzentration die Aktivierung der Caspase-8 hervor
(Abb. 35 A+B) und induzierte die Spaltung des Caspase-3-Substrats PARP (vgl. Abb. 35 C).
Wurde NSA in Kombination mit LBPS03 verwendet, verstirkten sich die Caspase-8-
aktivierenden Effekte und die Caspase-3-abhingige PARP-Spaltung in einer additiven Weise
(vgl. Abb. 35 B+C). Vergleichbare Beobachtungen machten auch REMIJSEN und Kollegen
(2014): Der Knockdown von RIP3 beziehungsweise MLKL unterdriickt eine TNF-induzierte
Nekroptose und induziert eine RIP1-abhingige Apoptose. Auf Proteinebene konnte weder
durch LBPS03 noch durch NSA eine Verringerung der MLKL-Proteinmenge beobachtet
werden. Eine Inhibierung des RIP3-Substrats MLKL durch NSA ist damit jedoch nicht
ausgeschlossen und wiirde in ClearCa-2 das apoptotische Zellschicksal begiinstigen. Des
Weiteren lie sich durch NSA eine RIP1-Degradierung beobachten (vgl. Abb. 36). Auf
Proteinebene konnte eine signifikante Zunahme der RIP1-Proteinmenge durch LBPSO03
beschrieben werden (vgl. Abb. 27). Die zusitzliche Anwendung des MLKL-Inhibitors in
Kombination mit LBPSO03 fiihrten dazu, dass das RIP1-Proteinlevel signifikant stirker
reduziert werden konnte, als die Summe aus den Effekte einer FEinzelbehandlung
(vgl. Abb. 36).

In welchem Zusammenhang die Inhibierung des RIP3-Substrats durch NSA mit der
Caspase-8-Aktivierung steht, bleibt noch zu kldren. Die verstirkte Caspase-8-Aktivierung
konnte jedoch dafiir verantwortlich sein, dass RIP1 durch eine TNF-R1-, CD95- oder TRAIL-
Rezeptor-vermittelte Apoptose gespalten wird (LIN et al., 1999). Recherchen ergaben, dass
die beobachtete Induktion der Apoptose in ClearCa-2-Zellen durch NSA bislang einzigartig

ist.

4.6. Der Zelltod-Aktivator LBPS05 induziert einen Nekroptose-ahnlichen Zelltod

Die Nekroptose, ein Caspase-unabhingiger Zelltod, kann unter anderem durch die
Aktivierung des Todesrezeptors der TNF-Familien induziert werden (DEGTEREV et al., 2005).

In Abwesenheit von Caspaseinhibitoren vermittelt der aktivierte Rezeptor durch die
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Formierung des Komplexes Ila oder des Ripoptosoms die Initiierung der Caspase-8. Sind
Caspasen dagegen durch c-FLIP, FADD/Caspase-8-Defizienz oder RIP3-Induktion blockiert,
wird ein nekroptotisches Zellschicksal eingeleitet (vgl. KACZMAREK et al., 2013). Durch
Smac-Mimetika, die zellulire IAPs destabilisieren, oder die CYLD-abhingige
Deubiquitinierung von RIP1 wird der kanonische NF-kB-Signalweg unterdriickt und der
nicht-kanonische initiiert. Als Folge bildet sich ein RIP1-abhingiger zytoplasmatischer
Komplex, der durch die An- beziehungsweise Abwesenheit der Caspase-8 die Apoptose oder
die Nekroptose induziert (Ubersicht in VANDEN et al., 2014).

Im Gegensatz zum neuartigen Zelltod-Aktivator LBPS03 wies LBPSO5 keine
charakteristischen Kennzeichen der Apoptose auf (vgl. Abb. 10, Abb. 11 und Abb. 12). Als
deutlich ineffektiver erwies sich LBPSO5 im Gegensatz zu LBPS03 bei der Degradierung
seines potentiellen Zielmolekiils XIAP (vgl. Abb. 30 A). LBPSO5 bewirkte keine
Veridnderungen im XIAP-Expressionsniveau mit Ausnahme der hochsten getesteten
Konzentration. Gleichzeitig trat mit der Verringerung der Proteinmenge eine mogliche
modifizierte XIAP-Form auf (vgl. Abb. 30 A). Die degradierenden Effekte, die durch
LBPS05 erst in hohen Konzentrationen eintraten, deuten darauf hin, dass LBPSO05
moglicherweise eine andere Bindeaffinitit zu XIAP besitzt als LBPS03. Diese Hypothese
lasst sich unterstiitzen durch die Tatsache, dass der Zelltod-Aktivator keine Aktivierung der
Caspasen induziert. Vergleichbar zu LBPS03 konnte LBPS05 jedoch die Induktion
beziehungsweise Stabilisierung von c-IAP1 bewirken (vgl. Abb. 30 B). Auf Transkriptions-
ebene konnte die Zunahme der c-IAP1-mRNA nicht bestitigt werden. Moglicherweise ist der
ausgewihlte Zeitpunkt zu spidt oder die Konzentration zu gering, um eine Zunahme auf
mRNA-Ebene zu messen. Denn BITON UND ASHKENAZI (2011) wiesen eine NF-xB-
abhingige Zunahme der c-IAP1-mRNA bereits 6 Stunden nach DNA-Schiddigung nach. Die
Zunahme der Proteinmenge von c-IAP1 in LBPSOS5-stimulierten Zellen konnte auf die
verstidrkte Transkription zuriickzufiihren sein oder sie entsteht durch die Interaktion zwischen
LBPSO05 und c-IAP1, sodass c-IAP1 in einer inaktiven Form stabilisiert wird. Anders als
LBPSO03 wiederum konnte durch LBPSOS5 keine Induktion der Proteinmenge von c-IAP2
nachgewiesen werden (vgl. Abb. 30 C).

Als Schliisselregulator besitzt RIP1 die Moglichkeit, sowohl entziindliche Signalwege iiber
die Aktivierung von NF-kB zu regulieren wie auch ein apoptotisches beziehungsweise
nekroptotisches Zellschicksal einzuleiten. Etwas effektiver als LBPS03 bewirkte LBPSOS5 die
Akkumulation der Kinase RIP1 in einer konzentrationsabhingigen Weise (vgl. Abb. 33 A).

Die Akkumulation beziehungsweise Zunahme der RIP1-Form korrelierte zudem mit einer
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konzentrationsabhingigen Reduktion der gespaltenen Form von RIP1. Anders als bei LBPS03
begiinstigte LBPSO5 nicht die IkBa-Degradierung. Des Weiteren traten keine Hinweise auf
eine Ubiquitinierung der Proteine A20 und NIK auf. Diese Beobachtungen lassen vermuten,
dass LBPSOS5 geringen bis keinen Einfluss auf den kanonischen NF-kB-Signalweg besitzt. Da
in LBPSOS-stimulierten Zellen neben der Akkumulation von RIP1 keine Caspase-8-Aktivitit
auftrat, ist zu vermuten, dass sich das Necrosom bilden kann (vgl. Abb. 38). Das Necrosom,
ein Komplex aus TRADD, FADD, RIP1, RIP3, Caspase-8 und c-FLIP, fordert die
Phosphorylierung von MLKL und die Induktion der Nekroptose (LI et al., 2012). Sind
Caspasen inhibiert, so bildet sich das Necrosom entweder aus dem TNFR-assoziierten
Komplex I beziehungsweise aus dem Sress-induzierten Ripoptosom-Komplex. Nekroptose-
inhibitoren wie zum Beispiel Necrostatin-1 und Necrosulfonamide sind in der Lage, den
Necrosom-Komplex zu inhibieren und die Apoptose zu induzieren (DEGTEREV et al., 2008;
SUN et al., 2012).

Die Verwendung des Nekroptosehemmers Nec-1 forderte kein apoptotisches Zellschicksal in
LBPSO05-behandelten Zellen (vgl. Abb. 34). Die Unfihigkeit von Nec-1, den LBPSO05-
induzierte Nekroptose-dhnlichen Zelltod zu inhibieren, konnte auf eine unzureichende
Hemmung der Kinase RIP1 zuriickzufiihren sein. REITER und Kollegen (2016) beschrieben,
dass in einigen Fillen die pharmakologische Hemmung der Kinase RIP1 nicht ausreichend
ist, um die Nekroptose zu unterdriicken. Erst ein Knockdown von RIP1 ermoglichte das
Umschalten von Nekroptose auf Apoptose. Interessanterweise jedoch bewirkten sowohl
LBPS05 wie auch Nec-1 die signifikante Zunahme der RIP1-Proteinmenge (vgl. Abb. 36).
Necrostatin-1 konnte zwar auf Proteinebene die Akkumulation von RIP1 in LBPSO05-
behandelten Zellen umkehren, nicht aber den proapoptotischen Zelltod foérdern. Eine
pharmakologische Hemmung der Kinase RIP1 ist vermutlich nicht ausreichend, um den

Nekroptose-dhnlichen Zelltod durch LBPSOS zu inhibieren.

4.6.1. LBPS05 induziert zusammen mit Necrosulfonamide die Apoptose in einer
verstarkenden Weise

Neben Necrostatin-1 stellt Necrosulfonamide einen interessanten Inhibitor der Nekroptose
dar. Bereits in einer Einzelbehandlung forderte NSA die Aktivierung der Caspase-8, dessen
Potential in einer steigernden Weise durch den Zelltod-Aktivator LBPSO05 verstidrkt werden
konnte (vgl. Abb. 35). Zudem war LBPSOS nicht in der Lage, das Caspase-3-Substrat PARP
zu spalten (vgl. Abb. 35 B+C). Der MLKL-Inhibitor NSA dagegen induzierte eine PARP-
Spaltung, die durch die Verwendung des Zelltod-Aktivators LBPS05 deutlich verstirkt
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werden konnte. Auch das Zelliiberleben reduzierte sich durch LBPS05 in Kombination mit
NSA in einer Weise, die stirker als die additiven Effekte einer Einzelbehandlung waren. Wie
bereits beschrieben, verringerte NSA die Proteinmenge von RIP1. Der Zelltod-Aktivator
LBPSO5 dagegen besitzt eher stabilisierende Effekte auf die Kinase, wohingegen eine
Kombination aus beiden Substanzen das Proteinniveau weiter absenkte (vgl. Abb. 36).

Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass LBPSOS5 einen Nekroptose-dhnlichen Zelltod induziert,
der vergleichbar zu den Mechanismen ist, die in Smac-Mimetika-stimulierten Zellen unter
Einfluss eines Caspaseinhibitors wie Z-VAD-FMK und TNFa beobachtet werden (FULDA,
2015). Bereits allein fordert NSA das apoptotische Zellschicksal in ClearCa-2-Zellen. Die
Verwendung des MLKL-Inhibitors NSA verlagert die LBPS05-induzierte Nekroptose zu
Gunsten der Apoptose (vgl. Abb. 38).

4.6.2. Die Rolle von RIP1 im PIDDosomen-Komplex

Das Auftreten von DNA-Schédden oder genotoxischem Stress ist nicht zwangsldufig an die
Aktivierung von p53 gekoppelt (zusammengefasst in BITON & ASHKENAZI, 2011). Fiir
LBPSO5 konnte ebenfalls nachgewiesen werden, dass p53 unter den verwendeten
experimentellen Bedingungen nicht induziert werden konnte. Die leichte Zunahme der
phosphorylierten NF-kB-p65-Untereinheit deutet darauf hin, dass der kanonische Signalweg
geringfiigig aktiviert ist. Da weder eine Ubiquitinierung von A20 noch von NIK beobachtet
werden konnte, wiirde dies dafiir sprechen, dass der nicht-kanonische NF-kB-Signalweg das
Zelliiberleben sichert. Die Expression von antiapoptotischen Komponenten wie FLIP und
c-IAPs konnen das Uberleben begiinstigen (Ubersicht in WILSON et al. ,2009). Die
Akkumulation von RIP1 ist moglicherweise auf genotoxische Schiddigung zuriickzufiihren,
die in einer TNFR-unabhingigen Weise zur Aktivierung des NF-kB-Signalwegs fiihrt. In
Folge einer genotoxischen Schiddigung wiirde in einer RIP1-abhédngigen Weise zunichst das
Ripoptosom gebildet werden, welches in Anwesenheit von antiapoptotischen Komponenten
wie c-FLIP und c-IAP das Necrosom bildet und die Nekroptose induziert (vgl. Abb. 38;
TENEV et al., 2011).

Neben seiner Kinaseaktivitdt tibernimmt RIP1 eine weitere wichtige Funktion in der
Formierung des PIDDosom-Komplexes, der infolge einer DNA-Schéidigung gebildet werden
kann und der den NF-kB-Signalweg induziert. Dabei wird zunichst ein Uberlebenskomplex
aus RIP1 und NEMO gebildet, der NF-xB induziert. Infolgedessen formiert sich ein
proapoptotischer Komplex aus RAIDD und Caspase-2 (FESTJENS et al., 2007). Interessanter-
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weise konnte trotz einer nicht vorhandenen p53-Aktivierung infolge eines LBPS05-Stimulus
das Protein PIDD-FL auf Proteinebene deutlich zunehmen (vgl. Abb. 33 B). Zugleich konnte
eine starke Reduktion des Proteins PIDD-C nachgewiesen werden. Inwieweit eine
genotoxische Schiadigung durch LBPSOS an der verstirkten PIDD-FL-Expression beteiligt ist,
bleibt derzeit offen. Vermutlich bildet sich der Necrosom-Komplex jedoch durch die Folge
genotoxischen Stresses, der in der Anwesenheit von c-IAP1 dazu fiihrt, dass Caspasen

inhibiert sind und ein nekroptotischer Zelltod eingeleitet werden kann.

Anders als bei vielen bekannten Smac-Mimetika scheint LBPS05 den NF-xB-Signalweg nicht
zu nutzen, um TNFa oder TRAIL zu sekretieren und die Apoptose einzuleiten (BERTRAND et
al., 2008; VARFOLOMEEV et al., 2007; PETERSEN et al., 2007). Stattdessen deuteten Array-
und Real-Time-PCR-Analysen darauf hin, dass die beiden Zytokine IL8 und CCL20 unter
Einfluss des Zelltod-Aktivators LBPS0S verstédrkt exprimiert wurden.

BITON UND ASHKENAZI (2011) zeigten in ihrer Studie, dass die Sekretion unter anderem von
IL8 durch dauerhafte DNA-Schiden entstehen kann. Die ,,KEGG-Signalweganalysen® der
Affymetrix-Array-Analysen, weisen darauthin, dass der Zelltod-Aktivator LBPSO5 den
»Zytokine-Zytokine-Rezeptorsignalweg™ beeinflusst. Die Gene /L8 und CCL20 wurden unter
LBPSO05-Einfluss verstirkt exprimiert. Sowohl /L8 als auch CCL20 sind Gene, die infolge der
NF-«xB-Aktivierung transkribiert werden (KUNSCH & ROSEN, 1993; SCHUTYSER et al., 2003).
Neben der Beteiligung des Zytokine-Zytokine-Signalweges beeinflusst LBPS05 sowohl
positiv wie auch negativ Gene, die am Zelltodgeschehen beteiligt sind (vgl. Abb. 31).

BITON UND ASHKENAZI (2011) zeigten in ihrer Arbeit, dass miBiger genotoxischer Stress das
Protein ATM aktiviert, darauthin NEMO ubiquitiniert und die Aktivierung des NF-«xB-
Signalwegs fordert. Diese erste Phase der NF-kB-Aktivierung verlduft in einer RIP1- sowie
TNFR1-unabhidngigen Weise und induziert bereits 6 Stunden nach DNA-Schidigung die
Transkription von antiapoptotischen Genen, wie ¢-FLIP und c-IAPs, um das Zelliiberleben zu
sichern. Wird die DNA-Schéadigung nicht repariert, ist ATM weiterhin aktiviert, was zu einem
,Feedforward Signaling Loop* durch die Produktion von TNFa dazu fiihrt, dass in einer
zweiten NF-kB-Aktivierungswelle die Kinase RIP1 phosphoryliert und in einer c-Jun
N-terminalen Kinase (JNK3)-abhingigen Weise IL8 sekretiert wird. Die dafiir notwendige
K63-Polyubiquitinierung der Kinase RIP1 durch die zelluldren IAPs vermittelt dabei die
zweite Aktivierungswelle von NF-xB. Die Sekretion von IL8 signalisiert umliegenden Zellen
eine Schidigung und fordert die Rekrutierung von FADD und Caspase-8, das zur Initiierung

des programmierten Zelltodes fithrt (BITON & ASHKENAZI, 2011).
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Abbildung 39: Modell méglicher Signalwege, liber die LBPS05 den Zelltod einleitet.
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KROEMER UND MARTIN (2005) beschreiben in ihrer Arbeit eine Form des Caspase-
unabhiéngigen Zelltods, der tiber den JNK-Signalweg verlaufen kann und in Abhéngigkeit von
RIP1 und TRADD zu einer lysosomalen Membranpermeabilisierung fiihrt, was wiederum die
Freisetzung von Cathepsine-Proteasen bewirkt und Caspase-unabhingig die Proteolyse der
Zelle induziert.

Das Protein Pon2 besitzt eine wichtige Funktion in der Inhibierung der mitochondrialen O,-
Formation infolge eines ER-induzierten Stresssignals (iiber JNK und CHOP), hemmt
daraufhin proapoptotische Signalwege und schiitzt Zellen vor oxidativer Schidigung
(NG et al., 2001). Erste Hinweise auf eine erhohte Proteinmenge von Pon2 unter Einfluss von
LBPS05 deuten auf eine Unterdriickung der Apoptose hin. Die Hochregulation dieses
Proteins ist in vielen Tumorzellen mit einer schlechten Therapieprognose assoziiert (WITTE et
al., 2012). Zudem kennzeichnet sich Pon2 durch sein Potential, direkt den JNK-Signalweg zu
hemmen. Eine Uberexpression von PON2 konnte aber zugleich bei Stress des
endoplasmatischen Retikulums beobachtet werden (HORKE et al., 2008). Auch CCL20 konnte
durch NF-xB in Folge von Hypoxie induziert werden (BATTAGLIA et al., 2008). Die
Akkumulation von RIP1 und die Sekretion von IL8 und CCL20 konnten darauf hindeuten,
dass in einer NF-kB-abhingigen Weise durch genotoxische Schiddigung die Transkription
inititert wird. Die Zunahme der PIDD-FL steht moglicherweise in einem direkten
Zusammenhang mit einer RIP1-abhidngigen Induktion des NF-xB-Signalwegs und der
Aktivierung des JNK-Signalwegs. Der Zelltod-Aktivator LBPSOS scheint somit neben einem
nekroptotischen Zellschicksal auch moglicherweise den JNK-Signalweg zu beeinflussen

(vel. Abb. 38).

4.7. Fazit

Beide neuartigen Zelltod-Aktivatoren sind hochinteressante und vielversprechende
Kandidaten fiir eine spitere Behandlung von Tumorzellen. Jeder induziert den Zelltod auf
eine einzigartige Weise. Der Zelltod-Aktivator LBPS03 konnte im Rahmen dieser Arbeit als
vielseitiger Apoptose-Induktor identifiziert werden. Besonders auBergewohnlich ist sein
Potential, die Apoptose auf vielen Ebenen positiv zu beeinflussen. Kontrovers dazu konnte fiir
LBPSO5 ein Caspase-unabhiingiger Zelltod induziert werden, der einem nekroptotischen
Zellschicksal sehr @hnelte. Durch die Hemmung des RIP3-Substrats MLKL durch den
Nekroptoseinhibitor NSA konnte die Apoptose induziert werden. Die Sekretion von

Zytokinen wie IL8 und CCL20, die auf eine mogliche Aktivierung des NF-kB-Signalwegs
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infolge genotoxischer Schidigung zuriickzufiihren ist, wird moglicherweise in einer JNK-

abhidngigen Weise unterstiitzt.

Smac-Mimetika und IAP-Antagonisten dienen zur Definition neuer Optionen fiir zukiinftige
Behandlungsstrategien von Tumorerkrankungen. Die zielgerichtete Therapie schaltet
hemmende Komponenten, die charakteristisch fiir Tumorzellen sind, aus und leitet
kontrolliert den Zelltod ein. Die Struktur-Wirkung-Analysen der neu identifizierten
Substanzen tragen zur Leitstrukturoptimierung bei, sodass neue und noch wirksamere [IAP-
Antagonisten effizienter identifiziert werden konnen. Das Liganden-basierte virtuelle
Screening stellt eine hervorragende Moglichkeit dar, Substanzen zu identifizieren, die effektiv
den Zelltod induzieren. Beide Zelltod-Aktivatoren zeichnen sich durch vollstindig
verschiedene Wirkmechanismen aus und stellen zwei neue Kandidaten dar, die zukiinftig
erfolgversprechend dazu beitragen konnen, Tumorerkrankungen besser und gezielter zu

therapieren.
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