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ZUSAMMENFASSUNGEN

Zusammenfassung

Die Resistenz gegeniiber dem programmierten Zelltod spielt eine wichtige Rolle in der
Karzinogenese, fiir das Fortschreiten des Tumorwachstums sowie die Widerstandsfahigkeit
gegeniiber Chemotherapeutika. Ein Teil von aberrant exprimierten Proteinen sind die Inhibitoren
von Apoptose-proteinen — sogenannte IAPs —, die an apoptotischen Signalwegen beteiligt sind. Die
Wechselwirkungen zwischen IAPs und ihren zelluldren Zielen, wie beispielsweise Caspase-3, -7, -8
oder Caspase-9, fiihren zur Inaktivierung und folglich auch zur Hemmung der Apoptose-
Kernmaschinerie. Als natiirlicher Gegenspieler der IAPs fungiert der second mitochondria-derived
activator of caspases (Smac), der durch Bindung der IAPs die Aktivierung der Caspasen ermoglicht.
In Voruntersuchungen unserer Arbeitsgruppe fanden sich einige Substanzen mit der Eigenschatft, die
natiirliche Funktion von Smac nachzuahmen. Eben diese Fihigkeit dieser neuartigen Molekiile
spezifisch in Tumorzellen den Zelltod zu induzieren, macht sie zu vielversprechenden Kandidaten
fiir die Behandlung von Pankreaskarzinomen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Mechanismen
der neu entwickelten [AP-Antagonisten im Hinblick auf ihre Mglichkeiten untersucht, die Resistenz
des programmierten Zelltodes in zwei etablierten humanen Pankreaskarzinomzelllinien zu
iiberwinden. Unsere Ergebnisse zeigen erhohte Level der Apoptose-Inhibitoren in Bauchspeichel-
driisenkrebszellen, was auf eine verringerte Fahigkeit der Caspaseaktivierung und somit eine
verringerte Induktion von Apoptose hinweisen kann.

Zur Bestimmung von Dosis-Wirkungskurven (ICso-Werte) sowie fiir Untersuchungen zum
Zellsterben unter Einzel- oder Kombinationsbehandlung wurden Proliferationsassays durchgefiihrt.
Analysen zur Form des Zelltodes wurden mittels Bestimmung der intrazelluldre Caspaseaktivitit
sowie Durchflusszytometrie bestimmt. Zudem wurden Untersuchungen beziiglich der Degradation
der IAPs nach der Behandlung mit den IAP-Antagonisten sowie dem weiteren Nachweis von
Caspase-Spaltprodukten mittels Western Blot Analysen erstellt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass eine signifikante Reduktion der Proliferation von
Pankreaskarzinomzellen nach Behandlung mit den [AP-Antagonisten LBPS03/05 erreicht werden
konnte. Dariiber hinaus konnte eine signifikante Zunahme der intrazelluléren Caspase-3-Aktivitit in
Zellen der Linie HUP-T3 detektiert werden, was fiir eine Aktivierung der Apoptose spricht. Zudem
zeigen durchflusszytometrische Analysen von Pl-geférbten Zellkernen einen signifikanten Anstieg
des hypodiploiden DNA-Gehalts (Nicoletti-Methode) in den Tumorzellen, die mit den beiden neuen
Substanzen behandelt wurden, was ein weiteres Apoptosemerkmal darstellt. Spaltungen von
Pro-Caspase-8 und PARP konnten in hoheren Induktor-Konzentrationen nachgewiesen werden. Die
Kombinationsbehandlung mit dem Zytokin TRAIL sowie den Substanzen LBPS03/05 als auch die
Kombination mit dem IAP-Antagonisten YM155 weist einen deutlich verstirkten Effekt beziiglich
der Proliferationshemmung in beiden Pankreaskarzinomzelllinien auf. Die Kombination von
LBPS03 mit TRAIL zeigte in beiden Pankreaskarzinomzelllinien einen additiven und die Kombi-
nationsbehandlung von LBPS05 und TRAIL sogar einen synergistischen Effekt auf die
Proliferationshemmung.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit einen wirksamen antiproliferativen Effekt der
neuen IAP-Antagonisten auf Pankreaskarzinomzellen und stellen, vor allem in der Kombinations-
behandlung, einen vielversprechenden Ansatz dar. In der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 fanden
sich zudem Hinweise auf einen apoptotisch-induzierten Zelltod durch die Substanz LBPS03. In
beiden Pankreaskarzinomzelllinien scheint LBPS05 eine andere Form des Zellsterbens zu induzieren
und konnte somit zwar als effektiver aber nicht-apoptotischer Induktor des Zelltodes identifiziert
werden. LBPS05 stellt somit einen gut geeigneten Induktor bei Apoptose-resistenten Tumorzellen
dar und schafft dadurch neue Optionen fiir die Definition von Apoptose-unabhédngigen
Behandlungsstrategien.
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Summary

The resistance of programmed cell death plays an important role in carcinogenesis, tumor
progression and resistance to chemotherapy. One part of aberrantly expressed proteins are the
inhibitors of apoptosis proteins — so called IAPs —, which are involved in apoptotic pathways. The
interaction between IAPs and their cellular targets, caspase-3, -7, -8 or caspase-9, results in
inactivation and consequently in the inhibition of the apoptosis core machinery. As a natural
opponent of IAPs acts the second mitochondria-derived activator of caspases (SMAC), by binding
the IAPs it permits the activation of caspases. Preliminary investigations by our group found some
substances with the property of mimicking the natural function of Smac. This ability of these novel
molecules makes them promising drug candidates for pancreatic cancer therapy. In this study the
mechanisms of the newly developed IAP-antagonists were examined with regard to their possibilities
to overcome cell death resistance in a set of established human pancreatic cancer cell lines. Our
results show increased levels of apoptosis inhibitors in pancreatic cancer cells, which may indicate a

reduced ability to activate caspases and thus a reduced induction of apoptosis.

Proliferation assays were performed to determine the dose response curves (ICso-values) as well as
for investigations on the proliferation under single treatment with the IAP-antagonists or in
combination. Analyses of the form of cell death were performed by determination of intracellular
caspase activity and flow cytometr. In addition, studies on the degradation of the IAPs after treatment
with the IAP-antagonists as well as the detection of caspase cleavage products were examined by
western blot.

The results of this study show a significant reduction of pancreatic cancer cell proliferation after
treatment with the IAP-antagonists LBPS03/05. Moreover, a significant increase in intracellular
caspase-3 activity in HUP-T3 cells, which indicates an activation of apoptosis, could be detected. In
addition further flow cytometric analysis of Pl-stained nuclei showed a hypodiploid DNA-content
peak (Nicoletti method) in cells treated with the two new substances, which is another sign of
apoptosis. Pro-Caspase-8 and PARP cleavages were detected in higher inducer concentrations. The
combination treatment with the cytokine TRAIL and the substances LBPS03/05 as well as the
combination with the IAP-antagonist YM155 has a significantly increased effect on the inhibition
of proliferation in both carcinoma cells. The combination of LBPS03 with TRAIL showed an
additive effect in both pancreatic carcinoma cell lines. The combination treatment of LBPS05 and
TRAIL showed even a synergistic effect on the inhibition of proliferation.

In summary, the results of this work show an effective antiproliferative effect of the new
IAP-antagonists on pancreatic carcinoma cells and represent a promising approach, especially in
combination treatment in the pancreatic carcinoma cell line HUP-T3 there was also evidence of
apoptotic-induced cell death by LBPS03. LBPS05 appears to induce a different form of cell death in
both pancreatic carcinoma cell lines and could be identified as an effective but non-apoptotic inducer
of cell death. LBPSOS5 is therefore a well-suited inducer for apoptosis-resistant tumor cells and

creates new options for the definition of apoptosis-independent treatment strategies.
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D
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TRAIL TNF-related apoptosis-inducing ligand
TRAIL-R TNF-related apoptosis-inducing ligand receptor
Ts-IAP Testis-specific inhibitor of apoptosis protein

U

UICC Union Internationale Contre le Cancer

X
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1 Einleitung

1.1 Fehlregulierte Zellhomoostase in Tumorzellen

In allen Zellen adulter mehrzelliger Organismen liegt eine Zellhomdostase vor; ein streng reguliertes
Gleichgewicht zwischen der Zellproliferation und dem Zellsterben. So ist eine Fehlregulation des
geordneten Zelltodes in der Pathogenese zahlreicher Erkrankungen, wie Autoimmunerkrankungen,
viralen Infektionen oder Tumorentstehung, zu beobachten (SOLARY ET AL., 1996). Kommt es in
Zellen zur Akkumulation von Mutationen, kombiniert mit einer Zunahme der Proliferation sowie
mangelndem Zelltod, kann dies zur Entwicklung einer Neoplasie und somit zur Tumorerkrankung

fithren (ASHKENAZI ET AL., 2008).

Im Jahr 2003 haben ANDREEF UND KOLLEGEN vier zelluldre Funktionen dargestellt, die in
Neoplasien dazu tendieren, fehlreguliert zu sein. Zum einen sind die physiologischen
Beschrankungen der Zellproliferation unzureichend und zum anderen ist die Zelldifferenzierung
gestort. Hinzu kommen eine Destabilisierung der chromosomalen und genetischen Organisation
sowie eine Dysregulation des streng regulierten Zelltodes. Im Gegensatz zu benignen Tumoren, die
durch ihr verdringendes Wachstum zur Kompression umliegender Gewebe fithren konnen, wachsen
maligne Neoplasien invasiv und zellschiddigend. In dem Review ,,The Hallmarks of Cancer von
HANAHAN UND WEINBERG werden sechs Verdnderungen beschrieben, die zusammen fiir das
Fortschreiten des malignen Wachstums verantwortlich sind. Neben der Eigenstimulation mit
Wachstumssignalen und dem Sensibilitétsverlust gegeniiber wachstumshemmenden Einfliissen,
koénnen Tumorzellen den programmierten Zelltod umgehen. Ferner besitzen sie die uneingeschréankte
Moglichkeit zur Zellteilung, Angiogenese, Gewebsinvasion und Ausbildung von Metastasen

(HANAHAN AND WEINBERG, 2000).

Dass die Karzinogenese ein multifaktorielles Geschehen ist und moglicherweise einem chemischen,
physikalischen oder biologischen Einfluss oder der Kombination dieser Einfliisse auf die Zelle
geschuldet ist, beschrieb PITOT 1993. Zehn Jahre spiter geht man davon aus, dass auch genetische
und epigenetische Verdnderungen fiir die Tumorentstehung ursichlich sein kdnnen (BALMAIN ET
AL.,2003). So sind bei der Tumorentstehung Verdanderungen in Onkogenen, Tumorsuppressorgenen,
Apoptosegenen und DNA-Reparaturgenen zu finden. Mutationen in Onkogenen fiihren zu einer
verstirkten Aktivierung der Gene, hingegen resultieren Verdnderungen in Suppressorgenen in einer
verminderten Aktivitdt. Unterliegen diese Gene keinen Kontrollmechanismen mehr, fiihrt dies zum
unkontrollierten Zellwachstum und ist Kennzeichen einer Neoplasie bezichungsweise eines Tumors

(HASCHEK ET AL., 2013).
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1.2 Das Pankreas: Anatomie und Physiologie

Retroperitoneal und auf der Hohe des 2. Lendenwirbels liegt leicht quer verlaufend das Pankreas,
iibersetzt die Bauchspeicheldriise. Es erstreckt sich mit einer Lédnge von ca. 15 cm vom Duodenum
(Zwolffingerdarm) bis zum Milzhilus und bedeckt nach ventral die groBen Bauchgefilie (Aorta
abdominalis und Vena cava inferior). Makroskopisch gliedert sich das Pankreas in kleine Lappchen

und kann in drei Anteile unterschieden werden:

o Caput pancreatis (Pankreaskopf): rundlicher Pankreasanteil, der vom Duodenum umfasst
wird und embryologisch aus einer ventralen und dorsalen Anlage besteht

o Corpus pancreatis (Pankreaskorper): schmaler und horizontal verlaufender Abschnitt mit
enger topographischer Beziehung zu den Abdominalgefa3en

o Cauda pancreatis (Pankreasschwanz): ldnglicher, schmaler Anteil der Bauchspeicheldriise,
der bis zum Milzhilus reicht

Physiologisch gehort die Bauchspeicheldriise zum Gastrointestinaltrakt und besitzt aufgrund seiner
Funktion als Verdauungsorgan einen Ausfithrungsgang (Ductus pancreaticus), der gemeinsam mit

dem Ductus choledochus (Hauptgallengang) in der Papilla duodeni major in das Duodenum miindet.

Funktionell lassen sich im Pankreas exokrines und endokrines Driisengewebe unterscheiden. Zum
groBten Teil besteht die Verdauungsdriise aus exokrinem Driisengewebe, das sowohl aus Azinus-
zellen als auch aus Pankreasgangzellen besteht. Das Sekret der Azinuszellen enthélt zum einen
Enzyme zur Spaltung von Proteinen (Proteasen) oder Fetten (Lipasen) und zum anderen
Kohlenhydrat-spaltende Enzyme. Die Epithelzellen der Pankreasgénge sezernieren Bikarbonat zur
Regulation des pH-Wertes im Verdauungssekret.

Direkt an das Blut werden Hormone aus den Langerhans-Inseln abgegeben, die dem endokrinen
Anteil des Pankreasgewebe entsprechen. Hier konnen vier verschiedene hormonproduzierende
Zelltypen nachgewiesen werden. Neben den A-Zellen (Glukagon), D-Zellen (Somatostatin) und
PP-Zellen (pankreatisches Polypeptid) sind iiberwiegend die Insulin-produzierenden B-Zellen in den
Langerhans-Zellen vorhanden (BENNINGHOFF AND DRENCKHAHN, 2004). Somit ist das Pankreas auf
der einen Seite als Verdauungsdriise Teil des Gastrointestinaltraktes und trdgt zur Nahrungs-
aufnahme und auf der anderen Seite spielt es als Hormon-produzierendes Organ unter anderem in

der Blutzuckerregulation eine entscheidende Rolle.
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1.3 Das Pankreaskarzinom

Unter einem Pankreaskarzinom versteht man eine maligne (bosartige) Erkrankung der
Bauchspeicheldriise. Daten des ZENTRUMS FUR KREBSREGISTERDATEN (ROBERT KOCH-INSTITUT)
UND DER GESELLSCHAFT DER EPIDEMIOLOGISCHEN KREBSREGISTER IN DEUTSCHLAND E.V. zeigen,
dass im Jahre 2014 ca. eine halbe Million Krebsneuerkrankungen zu verzeichnen waren. Geschétzte
17.130 waren dabei auf eine maligne Neubildung des Pankreas zurlickzufiihren. Wird die haufigste
Tumorlokalisation untersucht, steht das Pankreaskarzinom bei Ménnern an zehnter Stelle (3,4 %),
wihrend hingegen bei Frauen 3,8 % der Krebsneuerkrankungen durch Bauchspeicheldriisenkrebs
hervorgerufen werden und somit an sechster Stelle zu finden sind. Als Todesursache stellte das
Pankreaskarzinom 2014 die vierthdufigste Entitdt aller Krebssterbefélle sowohl beim ménnlichen als
auch beim weiblichen Geschlecht dar. Betrachtet man die Mortalitdt der malignen Bauchspeichel-
driisenerkrankung, zeigt sich eine hohe Sterberate mit der niedrigsten Uberlebensrate unter allen
Krebserkrankungen (ROBERT KOCH-INSTITUT UND DIE GESELLSCHAFT DER EPIDEMIOLOGISCHEN

KREBSREGISTER IN DEUTSCHLAND E.V., 2017).

Die Ursachen der Entstehung eines Pankreaskarzinoms sind bislang immer noch ungeklart. Neben
verschiedenen Risikofaktoren, wie eine positive Familienanamnese (Erkrankung der Eltern und/oder
Geschwister), Diabetes mellitus, Adipositas oder eine chronische Pankreatitis, stellt das Rauchen den
bekanntesten Risikofaktor zur Entwicklung eines Pankreaskarzinoms dar (MICHAUD, 2004). 2018
zeigte eine Metaanalyse, dass Rauchen das Risiko an einem Tumor der Bauchspeicheldriise zu
erkranken, mehr als verdoppelt (LUGO ET AL., 2018). Dagegen scheint Alkohol nicht urséchlich fiir
die Entwicklung eines Pankreaskarzinoms zu sein (BAGNARDI ET AL., 2001), jedoch ist er mit einem
erhohten Risiko fiir eine chronische Pankreatitis assoziiert (WHITCOMB, 2004), die wiederum einen
Risikofaktor darstellt. Ebenso haben Patienten mit hereditdren Erkrankungen, wie dem hereditdren
Mamma- oder Ovarialkarzinom, dem hereditdren nicht-polypdsen Kolonkarzinom (HNPCC) oder
der hereditdren Pankreatitis eine erhohte Wahrscheinlichkeit an einem Pankreaskarzinom zu
erkranken, wie auch Patienten mit zystischer Fibrose (MCGUIGAN ET AL., 2018; MAISONNEUVE ET
AL.,2007).

Der Ursprung eines Pankreaskarzinoms kann entweder im exokrinen Driisengewebe liegen oder in
den endokrinen Langerhans-Inseln. Den grofiten Anteil der pankreatischen Neoplasien machen die
duktalen Adenokarzinome aus, die am haufigsten im Caput pancreaticus lokalisiert sind (WARSHAW
AND FERNANDEZ-DEL CASTILLO, 1992). Hier konnen drei Vorlduferldsionen des pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC) beschrieben werden: die pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN),
die intraduktale papilldre muzindse Neoplasie (IPMN) und die muzinds zystischen Neoplasien
(MCN) (GNONI ET AL., 2013). Neuroendokrine Pankreaskarzinome (PanNETs) kommen sehr selten
vor und werden durch die Wirkungen der Uberproduktion der entsprechenden Hormone des

endokrinen Gewebes symptomatisch, z.B. Insulinom oder Gastrinom (AKIROV ET AL., 2019).
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Klinisch présentiert sich das Pankreaskarzinom héufig unspezifisch mit abdominellen Schmerzen
oder Gewichtsverlust und die Patienten befinden sich bei Diagnosestellung bereits in einem
fortgeschrittenen Stadium der Erkrankung (CHU ET AL., 2017). Die Einteilung der Tumorerkrankung
wird anhand der TNM-Klassifikation der ,,Union Internationale Contre le Cancer” (UICC)
vorgenommen. Hier beschreibt ,,T* die Ausdehnung des Primartumors, ,,N* den Befall, das Fehlen
bzw. das Ausmal} von regiondrem Lymphknotenmetastasen sowie ,,M“ das Vorhandensein bzw.
Fehlen von Fernmetastasen (SOBIN ET AL., 2011). Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 3 % ist
das Pankreaskarzinom eine der aggressivsten Tumorerkrankungen und zeigt eine hohe Resistenz
gegeniiber Chemotherapeutika und Radiotherapie. Die Widerstandsfahigkeit beziiglich konven-
tioneller Therapien héngt in Pankreaskarzinomzellen von der Mdglichkeit ab, den gerichteten Zelltod
zu umgehen und scheint ihre Ursache in der abnormen Expression von Proteinen zu haben (LOPES
ET AL., 2007). Somit scheinen neue Therapieansitze, die auf spezifische Proteine zielen, um in
Tumorzellen wieder den gerichteten Zelltod hervorzurufen, vielversprechende Moglichkeiten zu sein

(FULDA, 2015Db).

1.4 Der programmierte Zelltod und seine Rolle in

Tumorzellen

Als eine Form des programmierten Zelltodes, der an der Regulation einer Zellpopulation beteiligt
ist, wurde die Apoptose 1972 erstmalig von KERR, WYLLIE UND CURRIE beschrieben. Sie spielt in
der Embryogenese, der Zellhomdostase sowie in pathologischen Prozessen und der Zellalterung eine
wichtige Rolle (LOCKSHIN AND ZAKERI, 2007). In neurodegenerativen oder autoimmun-bedingten
Erkrankungen ist eine ineffektive Apoptose auch ein wichtiger Faktor, wie ebenfalls in vielen Arten

von Tumorerkrankungen (ELMORE, 2007).

Die Apoptose kann, als eine Form des Zelltodes, durch unterschiedliche Stimuli ausgelost werden,
zu denen Zytokine, Hormone, Viren oder toxische Schidigungen gehdren (EARNSHAW ET AL., 1999).
Zu Beginn des programmierten Zelltodes steht morphologisch zum einen die Zellschrumpfung und
zum anderen die Verdichtung des Chromatins, auch als Pyknose bezeichnet. Anschliefend werden
die Zellfragmente in sogenannte Apoptosebldschen (apoptotic bodies) abgetrennt, die sowohl
Zytoplasma als auch verdichtete Zellorganellen enthalten und teilweise nukledre Anteile. Die
apoptotic bodies, umgeben von einer intakten Plasmamembran, werden im Anschluss von
Makrophagen phagozytiert (ELMORE, 2007). Erkannt werden die Bldschen von Makrophagen durch
die Exposition von Phosphatidylserin an der dulleren Plasmamembran, das normalerweise auf der
Innenseite exprimiert wird (FADOK ET AL., 1998). Dies fiihrt dazu, dass durch den Mechanismus der
Apoptose eine Aktivierung des Immunsystems vermieden wird und im Gegensatz zur Nekrose eine

Entziindungsreaktion ausbleibt (EDINGER AND THOMPSON, 2004).
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Zwei Hauptmechanismen, die unterschiedlich aktiviert werden konnen, lassen sich im
programmierten Zelltod unterscheiden. Zum einen kann die Aktivierung iiber den extrinsischen Weg
stattfinden, der iiber die Bindung eines Liganden an seinen Todes-Rezeptor die Apoptose initiiert
und zum anderen iiber den intrinsischen Signalweg, der durch DNA-Schéden pro-apoptotische
Signale aus den Mitochondrien freisetzt. Gemeinsam haben beide Signalwege die Aktivierung der

Caspasen (cysteinyl-aspartate specific protease), die eine zentrale Rolle in der Apoptose spielen

(HENGARTNER, 2000).

Ligand v v v
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Abb. 1 - Signalkasaden des programmierten Zelltodes

Durch die Bindung eines Todesliganden an seinen entsprechenden Todesrezeptor wird die extrinsische Signalkaskade
initiiert. Es kommt zur Trimerisierung des Rezeptors und es bildet sich der death-inducing signaling complex (DISC).
Dieser rekrutiert iiber Adaptermolekiile wie FADD (Fas-associated death domain protein) inaktive Initiator-
Procaspasen-8, die {iber diese Interaktion autoproteolytisch aktiviert werden koénnen. Anschlieend spaltet die aktive
Caspase-8 die Effektorcaspasen-3, -6 und -7, die wiederum apoptotische Substrate spalten und schlussendlich im
apoptotischen Zelltod miinden. Rezeptor-unabhéngig findet die Aktivierung des intrinsischen Signalweges statt. Dies hat
zur Folge, dass Cytochrom ¢ und Smac/DIABLO aus dem Intermembranspalt der Mitochondrien ausgeschiittet werden.
Im Zytosol bildet Cytochrom ¢ mit mehreren Molekiilen Apaf-1 (apoptotic protease-activating factor-1) und Procaspase-9
das sogenannte Apoptosom. Durch die Bindung der Procaspase-9 an Apaf-1 kommt es bei der Initiatorcaspase zu einer
Konformationsénderung und sie kann sich selbst aktivieren. AnschlieBend werden auch hier die Effektorcaspasen aktiviert
und es erfolgt die Spaltung von Todesproteinen. Verbunden sind beide Signalkaskaden iiber die Caspase-8-vermittelte

Spaltung von Bid, das zur Freisetzung proapoptotischer Faktoren aus dem mitochondrialen Intermembranraum fiihrt.
Modifiziert nach (HENGARTNER, 2000).
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1.5 Cysteinyl-aspartate specific proteases (Caspasen)

Heute sind zwolf humane Caspasen beschrieben, die am besten fiir ihre Funktion im programmierten
Zelltod bekannt sind. Auf der C-terminalen Seite von Aspartat spalten die Enzyme vorzugsweise ihre
Spaltprodukte, seltener auch hinter Glutamat (JULIEN AND WELLS, 2017). Anhand ihrer Funktion
konnen die Caspasen in drei Gruppen unterschieden werden; so sind die Caspasen-1, -4, -5 und -12
an entziindlichen Prozessen beteiligt, wohingegen die Caspasen-2, -3, -6, -7, -8 ,-9 und -10 als
apoptotische Caspasen bezeichnet werden konnen. Hier konnen noch Effektor- und Initiatorcaspasen

differenziert werden (SHALINI ET AL., 2015).

Als enzymatisch inaktive Zymogene werden die Caspasen synthetisiert und enthalten generell eine
N-terminale Prodomine, auf die eine grofie (p20) und eine kleine Untereinheit (p10) folgen. Wird
das Enzym aktiviert, liegt es als Heterotetramer vor und besteht aus zwei aktiven Zentren sowie zwei
p20/p10 Heterodimeren. In der Regel werden die Caspasen durch die Spaltung des Zymogens
zwischen den Doménen p20 und p10 aktiviert (HENGARTNER, 2000).

Anhand ihrer Prodominen kdnnen Caspasen in Initiator- oder Effektorcaspasen eingeteilt werden.
Eine lange Prodomine ist bei den Caspasen-2, -8, -9 und -10 zu finden, liber die sie an ihre
spezifischen Aktivatoren binden kann. Wird die Caspase-8 als Initiatorcaspase des extrinsischen
Signalweges durch die Bindung eines Liganden an seinen Todesrezeptor aktiviert, kann sie
downstream die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 spalten. Als Initiatorcaspase der intrinsischen
Signalkaskade agiert die Caspase-9 und fiihrt letztlich auch zur Aktivierung der Effektorcaspasen
(NUNEZ ET AL., 1998). Die Caspasen-3, -6 und -7, mit jeweils einer kurzer Prodomine, werden als
Effektorcaspasen bezeichnet. Ihre Aktivierung durch die vorgeschalteten Initiatorcaspasen fiithrt zum
einen zu den morphologischen Zellverdnderungen, die fiir die Apoptose kennzeichnend sind und

zum anderen zur Spaltung verschiedener Substrate (FUENTES-PRIOR AND SALVESEN, 2004).

Reguliert wird die Aktivitét sowie die Aktivierung der Caspasen unter anderem durch die Interaktion
mit den [Inhibitor of apoptosis proteins (IAPs), die auch je nach Zelltyp unterschiedliche
Expressionen aufweisen. Des Weiteren kann die Aktivitit der Caspasen durch die Regulation der
Genexpression der Procaspasen gesteuert werden oder durch die Hemmung der Todes-Rezeptor-

induzierten Aktivierung (EARNSHAW ET AL., 1999).

1.5.1 Die extrinsische Aktivierung der Apoptose

Der extrinsische Signalweg des programmierten Zelltodes wird durch sogenannte Todes-Rezeptoren
initiiert, die zur Superfamilie der Tumor-Necrosis-Factor-Receptors (TNFR) gehoren. Als Typ-1
Transmembranproteine besitzen TNF-Rezeptoren extrazellulir mehrere Cystein-reiche Doménen,

wobei die Todes-Rezeptoren zusitzlich eine Todes-Doméne enthalten, die aus etwa 70 Aminosaduren
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besteht und im Zytoplasma lokalisiert ist (NAIR ET AL., 2014). Zu den Todes-Rezeptoren gehoren
TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) receptor-1 und -2 (TRAIL-R1/-2), tumor necrosis
factor (TNF) receptor-1 (TNFR1) und CD95 (Apo-1/Fas). Binden nun entsprechende Liganden oder
agonistische Antikorper an die Todes-Rezeptoren, werden diese aktiviert und kdnnen die Apoptose

fordern (TUMMERS AND GREEN, 2017).

Durch die Bindung von TNFa, FasL oder TRAIL an ihren jeweiligen Rezeptor, werden verschiedene
Proteine rekrutiert und bilden den sogenannten death-inducing signaling complex (DISC). Hierbei
binden Adaptermolekiile wie das Fas-associated death domain protein (FADD) an die Todesdoméne
des Todes-Rezeptors und rekrutieren mehrere Molekiile der inaktiven Procaspase-8. Aufgrund der
Interaktion von FADD mit der inaktiven Initiatorcaspase-8 am death-inducing signaling complex
kann die Aktivierung der Procaspase-8 autoproteolytisch erfolgen (HENGARTNER, 2000; WESTPHAL
AND KALTHOFF, 2003). Abhéngig von dem jeweiligen Zelltyp kdnnen nun noch zwei verschiedene
Mechanismen der extrinsischen Signalkaskade unterschieden werden. In Typ-I Zellen wird eine
ausgepragte Aktivierung der Caspase-8 am DISC ausgelost, die zur sofortigen Aktivierung der
Effektorcaspasen fiihrt und schlussendlich im programmierten Zelltod endet (SCAFFIDI ET AL.,
1998).

Eine deutlich geringere Aktivitit der Initiatorcaspase-8 ist in Typ-II- Zellen zu verzeichnen und
bedarf somit einer Verstiarkung des Signals, um eine ausreichende Aktivierung der Effektocaspasen
zu gewihrleisten. Durch die Spaltung von BID (BH3 interacting-domain death agonist) in truncated
BID (tBID) wird die mitochondriale Signalkaskade eingeleitet und miindet letztlich in der Apoptose
(NAIR ET AL., 2014). Durch die Caspase-8 vermittelte Spaltung von BID, sind die intrinsische und

extrinsische Signalkaskade der Apoptose miteinander verbunden (HENGARTNER, 2000).

1.5.2 Der mitochondrial-vermittelte programmierte Zelltod

Wird die Apoptose iiber die intrinsische Signalkaskade induziert, vermitteln Rezeptor-unabhingige
Stimuli, wie Oxidantien, Mangel an Wachstumsfaktoren, Calcium-Uberschuss oder DNA-
Schadigung, den programmierten Zelltod (HASSAN ET AL., 2014). Werden die Mitochondrien unter
Stress gesetzt, kommt es zur mitochondrial membrane permeabilization (MMP) und es werden
pro-apoptotische Proteine aus dem Intermembranspalt der Mitochondrien ausgeschiittet. Zu diesen
gehoren das Cytochrom c, der apoptosis inducing factor (AlF), die Endonuklease G, Smac/DIABLO
(Second mitochondria-derived activator of caspases/direct IAP binding protein with low PI) und das
Protein Omi/HtrA2 (Omi stress-regulated endoprotease/ High temperature requirement protein A2)
(KROEMER ET AL., 2007).

Im Zytosol bindet das freigesetzte Cytochrom ¢ an Molekiile des apoptotic protease-activating
factor-1 (APAF-1), das in Anwesenheit von ATP/dATP in der Lage ist, die Initiatorcaspase-9 zu

rekrutieren. Der Komplex aus Cytochrom c, neun Molekiilen APAF-1 und neun Homodimeren
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Caspase-9 wird als Apoptosom bezeichnet. Sobald Caspase-9 an den apoptotic protease-activating
factor-1 bindet, ist sie in der Lage, sich durch Konformationsdnderung (allosterischer Effekt) selbst
zu aktivieren. AnschlieBend erfolgt die Spaltung und somit die Aktivierung der
Effektorcaspasen-3, -6 und -7 durch die Initiatorcaspase-9 (DANIAL AND KORSMEYER, 2004;
TAYLOR ET AL., 2008) und endet schlieBlich in der Spaltung von Todesproteinen.

Um sicherzustellen, dass eine Zelle den Weg des programmierten Zelltodes geht, werden aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien die Proteine Smac/DIABLO freigesetzt. Diese binden die
Inhibitor of apoptosis proteins (IAPs), die natiirlichen Gegenspieler der Caspasen und ermoglichen

auf diese Weise einen reibungslosen Ablauf der Apoptose (HENGARTNER, 2000).

1.6 Agonisten und Antagonisten der Apoptose

1993 beschrieben CROOK UND SEINE KOLLEGEN erstmals die Inhibitor of apoptosis proteins (1APs),
die in der Lage waren in Baculoviren die Apoptose zu verhindern und somit eine entscheidende Rolle
im regulierten Zelltod zu spielen. Allen Mitgliedern dieser Familie ist das baculovirus IAP repeat
(BIR-) motif gemein, das N-terminal lokalisiert ist und aus mehreren Aminosduren besteht
(BIRNBAUM ET AL., 1994). In einigen BIR-Doménen zeigt sich an der Oberflidche eine negativ
geladene /4P binding motif (IBM) Furche, die mit Proteinen, die dieses Motiv enthalten, interagieren
kann. Ebenso kann das [AP binding motif bei den natiirlichen Gegenspielern der IAPs
Smac/DIABLO und HtrA2 nachgewiesen werden (SCOTT ET AL., 2005).

Fiinf der insgesamt acht humanen IAPs besitzen zusétzlich eine RING Doméne, die zum einen den
eigenen Abbau katalysieren kann sowie zur Degradation von Proteinen, die durch Ubiquitinierung
gekennzeichnet sind. (SALVESEN AND DUCKETT, 2002). Die zelluldren IAPs cIAP1 und cIAP2 haben
aullerdem zusitzlich eine caspase recruitment domain (CARD), wodurch sie ihre E3 Ligase Aktivitét
hemmen kdnnen (SILKE AND MEIER, 2013).

Nachdem das erste IAP, das Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein (NAIP), entdeckt wurde, sind
heute insgesamt sieben weitere IAPs bekannt: die cellular IAPs (cIAP1 und clAP2), das X-linked
Inhibitor of apoptosis protein (XIAP), Survivin, BRUCE (BIR-containing ubiquitin conjugating
enzyme), Livin und das Testis-specific IAP (Ts-IAP) (HUNTER ET AL., 2007).

Das X-linked TAP scheint jedoch das einzige humane IAP zu sein, das in der Lage ist, die
Caspaseaktivitit direkt zu hemmen. Uber die BIR2 Domine bindet XIAP die Effektorcaspase-3 und
Effektorcaspase-7, wohingegen die dritte baculovirus IAP repeat Domine das /A P-binding motif der
Caspase-9 bindet (ECKELMAN ET AL., 2006). Die zelluldren IAPs cIAP1 und cIAP2 haben eine
Assoziation zur Komplexbildung mit dem TNFa-Rezeptor 2 und binden spezifisch an RIP1, das
anschlieffend durch cIAP1/ cIAP2 ubiquitiniert wird (VASUDEVAN AND RYO0O, 2015). Sie besitzen
zwar ebenso die Fahigkeit Caspasen zu binden, jedoch bleibt die Inhibition der Caspaseaktivitit aus

(ECKELMAN AND SALVESEN, 2006).
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Durch Mutationen in der Signalkaskade der Apoptose kann es zur Tumorentstehung, dem
Fortschreiten oder der Streuung der bosartigen Erkrankung kommen. So sind die Expressionslevel
verschiedener Inhibitor of apoptosis proteins in Tumorzellen haufig erhoht (DE ALMAGRO AND
Vucic, 2012), wie beispielsweise das X-linked IAP im Pankreaskarzinom (VOGLER ET AL., 2009).

NAIP NH, —[ BIR1 ]—[ BIR2 ]—[ BIR3 } COOH

cIAP1 NH; —[ BIR1 ]—[ BIR2 ]—[ BIR3 ]—-—.— COOH
cAP2  NH, —[ BIR1 ]—[ BIR2 ]—[ BIR3 ]—-—.— COOH
XIAP NH; —[ BIR1 ]—[ BIR2 ]—[ BIR3 } .— COOH
Survivin NH, BIR COOH

BRUCE  NH, BIR AN COOH

A\Y
Ts-IAP NH, BIR ._ CooH

Abb. 2 - Schematische Darstellung der acht Vertreter humaner Inhibitor of apoptosis proteins (IAPs)
Das Vorhandensein mindestens einer BIR (Baculovirus IAP Repeat)-Doméne ist das entscheidende Merkmal der IAPs. So
besitzen das NAIP, die beiden zelluldren IAPs und das XIAP insgesamt drei BIR-Domaénen, im Gegensatz zu Survivin,
Livin, BRUCE und Ts-IAP mit jeweils nur einer BIR-Doméne. Zusitzlich eine Really Interesting New Gene (RING)
Domine enthalten die cIAP1 und cIAP2, XIAP, Livin sowie das Ts-IAP. Einzig die beiden zelluldren IAPs verfiigen
zusitzlich iiber die caspase-recruitment domain (CARD). Modifiziert nach (BEUG ET AL., 2012).

Als Gegenspieler der IAPs agiert das Protein Smac/DIABLO (Second mitochondrial activator of
caspases/ Direct IAP binding protein with low PI), das mittels Aktivierung des intrinsischen
Signalweges zusammen mit Cytochromc aus dem Intermembranspalt der Mitochondrien
ausgeschiittet wird und die Féhigkeit besitzt, die [AP-vermittelte Caspaseinhibition zu verhindern
(HUNTER ET AL., 2007). Als ein 239 Aminosédure-langes Vorldufermolekiil wird Smac synthetisiert
und in den Mitochondrien in seine reife Form {berfiihrt, indem N-terminal 55 Aminosduren
abgespalten werden (CHAIET AL., 2000). Als reifes Protein enthilt Smac an seinem Amino-Terminus
das IBM-Motiv mit seinen vier Aminosiuren (Alanin, Valin, Prolin und Isoleucin), das nun an die
Oberfliche der BIR-Doméne von IAPs binden kann (VUCIC AND FAIRBROTHER, 2007). Die
Interaktion von Smac mit den Inhibitor of apoptosis proteins erfolgt liber das A-V-P-I-Motiv und
sowohl iiber die zweite als auch die dritte BIR-Doméne der IAPs, wodurch die Hemmung der

Caspasen-3, -7 und -9 verhindert wird (HUNTER ET AL., 2007).
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1.7 Smac mimetics als IAP-Antagonisten in der

Tumortherapie

Wie zu Beginn erwéhnt, kann in malignen Erkrankungen eine Fehlregulation des streng geregelten
programmierten Zelltodes vorliegen. Aufgrund dessen kommt es zur Akkumulation pathologisch
verdnderter Zellen und ebenso kann eine Resistenz gegeniiber Therapiemdglichkeiten beobachtet
werden (WELSH ET AL., 2016). Hiufig liegt in Tumorzellen eine Uberexpression anti-apoptotischer
Proteine vor, wie den Inhibitor of apoptosis proteins, was zu weiterem Tumorwachstum,
Metastasierung oder Therapieversagen fithren kann. So konnte 2007 in der Arbeit von LOPES UND
KOLLEGEN gezeigt werden, dass auch im Pankreaskarzinom erhéhte Expressionslevel von unter
anderem XIAP und Survivin nachgewiesen werden konnten. Aus diesem Grund stellen die IAPs eine
vielversprechende Moglichkeit der therapeutischen Zielstruktur in der Tumorbehandlung dar (WANG
AND LI, 2014).

Der second mitochondrial activator of caspases (Smac) besitzt iiber seine Sequenz aus vier
Aminoséduren (AVPI) die Fihigkeit, an die Furche der BIR-Doméne von IAPs zu binden und somit
Caspasen zu verdrangen. Auf diese Weise konnen die Inhibitor of apoptosis proteins abgefangen
und die Apoptose wieder aktiviert werden (WELSHET AL., 2016). Das Wissen um das Alanin-Valin-
Prolin-Isoleucin-Motiv in Smac, fiihrte in vielen Arbeitsgruppen zur Entwicklung von sogenannten
small molecules, die die entsprechende Sequenz nachahmen und dariiber die IAPs binden kdnnen
(MANNHOLD ET AL., 2010). Uber die Bindung an die BIR3-Domine von XIAP kann die Aktivierung
des mitochondrialen Apoptoseweges iliber die Caspase-9 wieder initiiert werden. Die Hemmung der
Effektorcaspasen-3 und -7 kann zusétzlich aufgehoben werden, wenn die oberflachliche Furche der
BIR2-Doméne vom X-/inked 1AP blockiert ist (RATHORE ET AL., 2017). Werden die zelluldren [APs
clAPI und cIAP2 durch die Smac mimetics gebunden, verstérkt sich ihre E3 Ligase Aktivitit und
somit die Autoubiquitinierung sowie der proteasomale Abbau der cIAPs. Zusitzlich fiihrt dies zur
Aktivierung des nicht kanonischen NF-kB-Signals und zur Hochregulation von TNFa, einem
Zielgen von NF-kB. TNFa triggert wiederum auto- bzw. parakrin die Aktivierung der Caspase-8
und endet schlieBlich in der Induktion des programmierten Zelltodes (Apoptose) (FULDA, 2015a).
Natiirlicherweise entfaltet Smac seine Wirkung als bivalentes Protein, im Gegensatz zu den Smac
mimetics, die strukturell sowohl in monovalente als auch bivalente Verbindungen unterschieden
werden konnen. Wihrend monovalente Mimetika eine Smac-imitierende Verbindung aufweisen,
sind in bivalenten Verbindungen zwei AVPI-Motive iiber einen chemischen Linker verbunden.
Durch die Moglichkeit, die BIR2- und BIR3-Doméne zeitgleich zu binden und zudem einer hdheren
Bindungsaffinitit, weisen bivalente Verbindungen eine starkere Wirksamkeit auf, als die Einfach-
verbindungen (FULDA, 2014). Monovalente Smac mimetics haben jedoch gegeniiber den Zweifach-

Verbindungen den Vorteil der oralen Verfiigbarkeit, was die Complience der Patienten erleichtern
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konnte (SUN ET AL., 2008). Zudem kann das hohere Potenzial der bivalenten Verbindungen auch zu

vermehrt toxischen Nebenwirkungen fiihren (FULDA, 2014).

Die Arbeitsgruppe um MANNHOLD ET AL. hat mittels einem [ligand-based virtual screening
Verfahren nach neuen small moleculs gesucht, die zum einen XIAP und zum anderen die zelluldren
IAPs antagonisieren konnen. In dieser Arbeit wurden zwei monovalente, pan-selektive Smac
Mimetika verwendet, die aus dem virtuellen Liganden-basierten Screening Verfahren stammen.
Vorarbeiten unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass die neu entwickelten Substanzen sowohl eine
hohe als auch eine spezifisch antiproliferative Aktivitdt aufweisen, als auch insbesondere eine
geringe Wirkung auf normale Zellen zeigen. Basierend auf ihrer Entwicklung und Funktion der
monovalenten Verbindungen werden sie als ligand-based pan-selectiv (LBPS03 bzw. LBPS05)

bezeichnet (CAROSATI ET AL., 2015).

1.8 Smac mimetics als Kombinationstherapie in

Tumorzellen

In Tumorzellen scheint eine Fehlregulation des programmierten Zelltodes einer der Hauptgriinde fiir
die Resistenz gegeniiber konventionellen Therapien zu sein (SUN ET AL., 2011). Aufgrund der Uber-
expression der Inhibitor of apoptosis proteins in zahlreichen Tumoren, wie auch im Pankreas-
karzinom und deren Beteiligung an der Regulation der Sensitivitét beziiglich aktueller zytotoxischer
Therapien, stellen sie ein relevantes therapeutisches Ziel dar. Smac mimetics ahmen die Funktion des
natiirlichen Gegenspielers der IAPs Smac nach und konnen selbst den Zelltod triggemn
beziechungsweise die Tumorzellen gegeniiber Chemotherapie oder Radiotherapie sensibilisieren
(FULDA, 2015a). So konnten 2011 AWASTHI UND KOLLEGEN zeigen, dass ein Smac mimetic zu einer
verstirkten Apoptose fithren kann, induziert durch ein konventionelles Chemotherapeutikum.
Ebenso kann ein erhohtes Level der IAPs in Tumorzellen mit der Resistenzentwicklung gegeniiber
dem TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) einhergehen und hier zeigen Untersuchungen
von 2014 eine Sensibilisierung der resistenten Tumorzellen durch IAP-Antagonisten auf TRAIL

(FINLAY ET AL., 2014).

Zur Uberwindung der Resistenz von Tumorzellen gegeniiber konventionellen Therapien stellen nicht
nur Monotherapien mit den Smac mimetics, sondern vor allem die Kombinationstherapien

vielversprechende Moglichkeiten in der Behandlung von malignen Erkrankungen dar.
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1.9 Ziele der Arbeit

Das Pankreaskarzinom gehort noch heute zu den Krebserkrankungen mit einer der schlechtesten
Prognosen, da oftmals zum Diagnosezeitpunkt bereits ein fortgeschrittenes Tumorstadium vorliegt.
Durch Fehlregulationen in der Signalkaskade der Apoptose umgehen die Tumorzellen den
kontrollierten Zelltod. Diese Storungen treten hiufig durch eine Uberexpression der Inhibitor of
apoptosis proteins auf, was zum einen zu einer erhohten Resistenz gegeniiber konventionellen
Chemotherapeutika fithrt und zum anderen zu einer Hemmung sowohl der intrinsischen als auch der

extrinsischen Signalkaskade durch vermehrte Bindung der pro-apoptotischen Caspasen.

Genau diesen Angriffspunkt macht man sich in der Tumorforschung zu Nutze und hat Substanzen
entwickelt, die in der Lage sind, die Rolle des natiirlichen IAP-Gegenspielers zu imitieren. Auf
diesem Weg werden iiberexprimierte IAPs durch die Bindung der Substanzen inaktiviert, so dass
Apoptose wieder Caspase-abhingig stattfinden kann. Eine andere Uberlegung ist, dass die
Behandlung mit sogenannten Smac mimetics die Tumorzellen wieder fiir Chemotherapeutika oder
andere Substanzen sensibilisiert und auf die Art der kontrollierte Zelltod wieder induziert werden

kann.

Ein Ziel dieser Arbeit ist, die Wirkung der neu entwickelten Mimetika beziiglich des Zellsterbens
zweier Pankreaskarzinomzelllinien zu testen und in einem zweiten Schritt die Wirkung zeitabhingig
zu untersuchen. Zudem ist es von groBem Interesse, welche Form des Zelltodes durch die
[AP-Antagonisten initiiert wird. Anhand der Bestimmung der intrazelluldren Caspaseaktivitidt sowie

dem Gehalt an hypodiploider DNA, konnen Aussagen zur Induktion von Apoptose getroffen werden.

Eine weitere wichtige Frage bezieht sich auf die Wirkung der Kombinationsbehandlung der Smac
mimetics mit anderen Substanzen. Hierzu wurden zum einen zwei Zytostatika ausgewdhlt, die nach
wie vor in der Behandlung des Pankreaskarzinoms eingesetzt werden und zum anderen verschiedene
Zytokine der TNF-Superfamilie, wie TRAIL, TNFa und Fas-Ligand. Zusédtzlich wurde noch der
Einfluss der kombinatorischen Behandlung mit dem Survivin-Inhibitor YM155 auf die

Wachstumsrate der Pankreaskarzinomzelllinien getestet.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

MATERIAL UND METHODEN

2.1.1 Antikorper fiir Western Blot Analysen

Antikorper Quelle Zielspezies Verdiinnung Firma

Alpha-Tubulin Maus Mensch 1:4.000 Sigma-Aldrich

c-IAP2 (58C7) Kaninchen Mensch 1:200 Cell Signaling

c-1AP2 (H-85) Maus Mensch 1:100 Santa Cruz

Cleaved Caspase-8 Kaninchen Mensch 1:1.000 Cell Signaling

(18C8)

Cleaved Caspase . ) . .

Substrate Mofif Kaninchen Mensch 1:1.000 Cell Signaling

GAPDH Maus Mensch 1:4.000 Sigma-Aldrich

PARP Kaninchen Mensch 1:1.000 Cell Signaling

XIAP (A-7) Maus Mensch 1:200 Santa Cruz

XIAP (3B6) Kaninchen Mensch 1:1.000 Cell Signaling

Goat-Anti-Mouse  Ziege Maus 1:10.000 LI-COR

Goat-Anti-Rabbit  Ziege Kaninchen 1:10.000 LI-COR
2.1.2 Chemikalien

Chemikalien Firma

Ammoniumpersulfat Carl Roth (Karlsruhe)

B-Mercaptoethanol Merck (Darmstadt)

Bromphenolblau Merck (Darmstadt)

Dimethylsulfoxid Sigma-Aldrich (Miinchen)

Dinatriumhydrogenphosphat
Dithiothreitol

Eisessig 100 %

Ethanol 70 %

Glycerin

Glycine

Glycerol

HEPES
Kaliumdihydrogenphosphat
Methanol

Natriumchlorid
Natriumdihydrogenphosphat

Sigma-Aldrich (Miinchen)
Fermentas (Massachussets, USA)
VWR (Pennsylvania, USA)
VWR (Pennsylvania, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Carl Roth (Karlsruhe)
Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
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Propidiumiodid

SDS Pellets

Sodium Pyruvat

Sucrose

TEMED
tri-Natrium-Citrat-Dihydrat
Tris-HC1

Triton-x-100

Trizma base 99 %
Tween-20

MATERIAL UND METHODEN

Sigma-Aldrich (Miinchen)
Bio-Rad (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Amresco (Ohio, USA)
Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Merck (Darmstadt)

2.1.3 Gebrauchsfertige Losungen

Gebrauchsfertige Losungen

Firma

Blotting Grad Blocker
Bradford Bio-Rad Protein Assay
BSA

cOmplete, EDTA-free Proteaseinhibitor
Cocktail
DMSO

DRAQS

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline
Etoposid

Fetal Calf Serum

Gemcitabin

Gibco TrypLE Express

Horse Serum

Non-essential amino acids

Page Ruler Plus Prestained
Penicillin-Streptomycin

Ponceau S Lasung

Rotiphorese Gel 30

TNFa (human recombinant)
SuperFASLigand™
SuperKillerTRAIL™

Trypan Blue Solution (0,4 %)

YMI155

Bio-Rad (Miinchen)
Bio-Rad (Miinchen)

PAA Laboratories (Colbe)
Roche (Basel, Schweiz)

Carl Roth (Karlsruhe)

biostatus (Leics, UK)

Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Tocris (Bristol, UK)

Thermo Fisher (Massachussets, USA)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Thermo Fisher (Massachussets, USA)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Sigma-Aldrich (Miinchen)

Carl Roth (Karlsruhe)

HumanZyme (Manchester, UK)

Enzo (Lausen, Schweiz)

Enzo (Lausen, Schweiz)
Sigma-Aldrich (Miinchen)
Selleckchem (Miinchen)
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2.1.4 Kits

MATERIAL UND METHODEN

Kits

Firma

Caspase-2 staining Kit
Caspase-3 staining Kit
Caspase-8 staining Kit
Caspase-9 staining Kit

Promokine (Heidelberg)
Promokine (Heidelberg)
Promokine (Heidelberg)
Promokine (Heidelberg)

2.1.5 Laborgerate

Geriite Firma
Analysewaage Kern&Sohn (Balingen)
Autoclav Systec (Wettenberg)

Durchflusszytometer CyFlow Space
Feinwaage

Inkubator

Magnetriihrer

Mikroskop Labovert FS
Multikanalpipette
Mini-ProteanTetra Cell
MiniSpin Plus Zentrifuge
Odyssey Infrared Imaging System
pH-Meter edge®

Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy acu®
Pipettierhilfe pipetus®
Photometer

Rollenmischer RM5
Sterilbank TYP DLF/BSS6
Sterilbank MSC-Advantage
TC20 Automated Cell Counter
Thermomixer 5436

Vortex Reax 2000

Wasserbad

Zentrifuge 5810R

Partec (Miinster)

Sartorius AG (Gottingen)

Thermo Fisher (Massachussets, USA)
IKA (Staufen)

Leitz (Wetzlar)

Eppendorf (Hamburg)

Bio-Rad (Miinchen)

Eppendorf (Hamburg)

Li-COR Biosciences (Nebraska, USA)
HANNA Instruments (Vo6hringen)
Thermo Fisher (Massachussets, USA)
Integra (Biebertal)

Hirschmann (Eberstadt)

Eppendorf (Hamburg)

Labortechnik Frobel (Lindau)

J.H. Schrader (Gottingen)

Thermo Fisher (Massachussets, USA)
Bio-Rad (Miinchen)

Biometra (Gottingen)

Heidolph Instruments(Schwabach)
GFL (Burgwedel)

Eppendorf (Hamburg)
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2.1.6 Puffer und Losungen

Puffer und Losungen Zusammensetzung
Blocking-Puffer 5% (w/v) Milchpulver in TBS-T
Hypotonischer PI-Lysepuffer 0,2 g tri-NatriumCitrat-2-Hydrat

2ml Triton-x-100
10 mg Propidiumiodid
ad 200 ml Aqua dest.

Lammli-Puffer 5ml B-Mercaptoethanol
I ml Bromphenolblau
10 ml  Glycerol
2 g SDS Pellets
4ml Tris/HCI 1,5M

Laufpuffer (10x) 288 g Glycin
20g SDS
60 g Tris
ad 2000 ml Aqua dest.
Lyse-Puffer H pH 7,4 Sml Glycerine

1,5ml NaCl5M
1,5ml Tris/HClI1 M
0,5ml Triton-x-100
ad 50 ml Aqua dest.

Ponceau S 0,5g Ponceau S
I ml Eisessig
ad 100 ml Aqua dest. und filtrieren

PBS (10x) pH 7.4 4¢g KC(CI
4,8 g KH2P04
160 g NaCl
28,8 g NaHPO4
ad 2000 ml Aqua dest.
Sammelgel-Puffer pH 6,8 30g Tris/HCI
ad 500 ml Aqua dest.
SuperKillerTRAIL ImM  DTT
Storage Buffer 20nM HEPES
300nM  NaCl

1% Sucrose
0,01 % Tween 20
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TBS (10x) pH 7,5 160 g NaCl
48,4 ¢ Tris/HCI
ad 2000 ml Aqua dest.
Transfer-Puffer pH 8,5 30,03 ¢ Glycine
400 ml  Methanol
6,06 g Tris base
ad 2000 ml Aqua dest.
Trenngel-Puffer pH 8.8 90,75 g Tris/HCI
ad 500 ml Aqua dest.
2.1.7 Verbrauchsmaterialien
Material Firma
Counter Slides Dual Chamber Bio-Rad (Miinchen)
FACS-Rohrchen Sarstedt (Niimbrecht)
Falcon Tubes (15 ml und 50 ml) Greiner (Frickenhausen)
Nitrilhandschuhe Ansell (Miinchen)
Nitrozellulosemembran Whatman GmbH (Dassel)
Pipettenspitzen StarLab (Hamburg)
Plastikkiivetten Eppendorf (Hamburg)
Reaktionsgefifie (0,2 — 2 ml) Eppendorf (Hamburg)
Stripetten Costar® Corning (Kaiserslautern)
Whatman Papier Whatman GmbH (Dassel)
Zellkulturflaschen Sarstedt (Niimbrecht)
Zellkulturplatten (6-Well) Eppendorf (Hamburg)

Zellkulturplatten (96-Well)

Techno Plastic Products
(Trasadingen, Schweiz)
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2.1.8 Zellkulturmedien und Zusatze

2.1.8.1 Zelllinie HUP-T3

Medium Kulturmedium FCS-reduziertes Medium
Dulbecco’s MEM 90 % 98 %
FCS (Hitze-inaktiviert) 10 % 2%
NEA 1% 1 %
Pen/Strep 1% 1%
Sodium pyruvat 1% 1%
2.1.8.2 Zelllinie PaTu-8902
Medium Kulturmedium FCS-reduziertes Medium
Dulbecco’s MEM 85 % 93 %
FCS (Hitze-inaktiviert) 10 % 2%
Horse Serum 5% 5%
Pen/Strep 1% 1%
2.1.9 Neu entwickelte IAP-Antagonisten
Molekulares Gewicht
Substanzen Strukturformel
[g/Mol]
H (0] OH
N.
LBPS03 475,96 . NA/\([)r ”J\©
S7¥g

(@]

JC
LBPS05 509,06
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Die beiden oben aufgefiihrten IAP-Antagonisten stammen aus einer Auswahl an Substanzen, die von
Prof. G. Cruciani und Dr. E. Carosati (Universitit Perugia, Italien) iiber ein Liganden-basiertes
virtuelles Screening identifiziert und anschlieBend in ihrer Arbeitsgruppe erstmals synthetisiert
worden sind. Thre Eigenschaft, mit hoher Affinitdt an IAP Molekiilen zu binden, spiegelt sich in ihrer
Abkiirzungsbezeichnung LBPS fiir ,[ligand-based-pan-selectiv® wieder. Geldst wurden die
Substanzen in 100 % Dimethylsufoxid (DMSO), das fiir Versuchsdurchfiihrungen so verdiinnt

wurde, dass eine Endkonzentration von 0,1 % im Zellkulturmedium erreicht wurde.

2.1.10 Software und Webtools

Software Webtools
EndNote X9 PubMed (http://ncbi.nlm.gov/pubmed)
GraphPad Prism 8

Image Studio Lite 4.0
Microsoft Excel, PowerPoint, Word (16.32)
FloMax Software (2.82)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

Zur Anfertigung meiner Dissertation wurden mir freundlicherweise vom Institut fiir Pathologie des

Universitétsklinikums Diisseldorf die Zellreihen HUP-T3 und PaTu8902 zur Verfligung gestellt.

2.2.1.1 Kultivierung der Zelllinie HUP-T3

Bei der Zelllinie HUP-T3 handelt es sich um adhédrent wachsende Pankreaskarzinomzellen, die 1984

aus malignem Aszites eines 66-jahrigen Mannes mit Pankreaskarzinom isoliert wurden.

Die Inkubation der Zelllinie erfolgte in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, supplimiert mit 10 %
fetalem Kéilberserum (FCS), 1% Penicillin/Streptomycin, 1 % nicht-essentiellen Aminoséuren
(NEA) und 1 % Natriumpyruvat, sowie bei einer Temperatur von 37 °C, 5 % CO; und 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit.

Zur Kultivierung wurden die Zellen in einer logarithmischen Wachstumsphase gehalten und alle 4-5
Tage passagiert. Hierzu wurde das Medium entfernt und der Zellrasen zweimal mit Phosphat
gepufferter Salzlosung (PBS) gewaschen. AnschlieBend wurden die Pankreaskarzinomzellen mit
TrypLE Express vom Flaschenboden gelost. Durch den Zusatz von Kulturmedium wurde die weitere
Reaktion unterbrochen. In einer neuen 75 cm?® Zellkulturflasche wurde FCS-reiches Medium

vorgelegt und ein Teil der Zellsuspension {iberfiihrt.

2.2.1.2 Kultivierung der Zelllinie PaT8902

Initial wurden die Pankreaskarzinomzellen der Zelllinie PaTu8902 einer 44-jihrigen Patientin

entnommen, die 1985 an einem Adenokarzinom des Pankreas erkrankte.

In Zellkulturflaschen einer Grundfliche von 75 cm® wurden die Zellen in Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium (4,5 g/l Glukose) kultiviert, das mit 10 % fetalem Kaélberserum (FCS),
5 % Pferdeserum und 1 % Penicillin/Streptomycin versetzt wurde. Bei einer CO,-Atmosphére von

5 % mit 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und einer Temperatur von 37 °C wurden die Zellen inkubiert.

Bei einer Konfluenz von ca. 80-90 % wurden die Zellen passagiert, um sie zum einen in einer
logarithmischen Wachstumsphase zu halten und zum anderen eine Synchronisation zu verhindern.
Dafiir wurde das verbrauchte Medium abgesaugt und die Zellen zweimal mit Phosphat gepufferter

Salzlosung (PBS) gespiilt. Mit TrypLE Express wurde der Zellrasen vom Flaschenboden geldst und
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durch das gleiche Volumen an Kulturmedium konnte die Reaktion gestoppt werden. Ein Teil der

Zellen wurde in eine neue Flasche iiberfiihrt, in der FCS-reiches Medium vorgelegt wurde.

Anhand von Wachstumskinetiken fiir die Zellrethen HUP-T3 und PaTu8902 konnten die definierten
Zellzahlen fiir die Versuche ermittelt und bei Durchfithrung in FCS-reduziertem Medium kultiviert
werden. Um die Interaktion zwischen den Testsubstanzen und dem fetalen Kélberserum zu
verringern, wurde die Reduktion des FCS-Gehaltes auf 2 % in entsprechendem Kulturmedium

vorgenommen. Im Folgenden wird dieses Medium als FCS-Mangelmedium bezeichnet.

2.2.1.3 Bestimmung der Zellzahl mittels Automated Cell Counter

Die Versuchsreihen wurden mit einer definierten Zellzahl durchgefiihrt, wobei die Bestimmung der
Zellzahl/ml mittels Automated Cell Counter erfolgte. Hierzu wurden die adhédrenten Zellen mit
TrypLE Express vom Flaschenboden gelost und die Reaktion, durch den Zusatz von Kulturmedium
in gleichem Volumen, unterbrochen. AnschlieBend wurden 10 ul der Zellsuspension mit
Trypanblau 0,4 % in gleichem Verhéltnis verdiinnt und auf eine spezielle Einmalzdhlkammer
pipettiert. Das Counter slide wurde in den Cell Counter von BioRad eingefiihrt, der unterschiedliche
Bereiche der Zahlkammer analysiert hat. Durch den Zusatz von Trypanblau konnte zwischen vitalen
und geschidigten Zellen unterschieden werden, wodurch mittels Algorithmus der Automated Cell

Conter automatisch die Zellzahl pro Milliliter bestimmen konnte.

2.2.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels DRAQ5 ™

DRAQS5™ ist ein synthetisch hergestelltes Anthrachinon mit einem Fluoreszenzspektrum im
Infrarotbereich. Es durchdringt die Zellmembran vitaler Zellen und interkaliert in A-T-Sequenzen
doppelstrangiger DNA. Mithilfe eines Infrarot-Imager kann anschlieBend ein Bild der
fluoreszierenden Zellen generiert werden. Uber den gescannten Bereich wird nun, durch die
entsprechende Auswertungssoftware, ein Gitter in Form einer 96-Well-Platte gelegt und die
Fluoreszenz, als Integrated Intensity angegeben, in jedem Well der Mikrotestplatte ermittelt. Die
Eigenfluoreszenz der 96-Well-Platte wurde vor der endgiiltigen Auswertung von den behandelten

Wells subtrahiert.

Fiir die Versuche zum Zellsterben wurden in dieser Arbeit die Zelllinien HUP-T3 und PaTu8902 in
einer definierten Zelldichte, entsprechend der Inkubationsdauer, auf einer 96-Well-Platte ausgesat
und in FCS-reichem Kulturmedium iiber 24 Stunden bei 37 °C, 5 % CO,-Atmosphire und
95 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschlieend wurden die adhédrenten Zellen gemafl den

Versuchsprotokollen weiterbehandelt.
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Zur Bestimmung der Lebendzellzahl mittels DRAQS™ wurde zundchst das Kulturmedium
abpipettiert und der Zellrasen mit 100 pul PBS pro Well gewaschen. Nach sofortigem Verwerfen der
Waschlosung wurden die Zellen mit 50 pl je Well der DRAQS5™-Farbelosung (10 pM) bedeckt und
bei Dunkelheit sowie Raumtemperatur fiir 20 Minuten inkubiert. Es folgten das Entfernen des

Farbstoffes sowie das unmittelbare Scannen der 96-Well-Platte mittels Infrarot-Imager.

Jeder Versuch zum Zelliiberleben wurde mit 6 Replikaten pro Mikrotestplatte angesetzt und hieraus
der Mittelwert bestimmt. Nach Subtraktion der Eigenfluoreszenz wurden die generierten Mittelwerte

auf die Mittelwerte der Kontrolle bezogen.

Wachstumskurve der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3

Da die Zelllinie HUP-T3 kommerziell erhiltlich ist, wurde fiir diese Arbeit exemplarisch eine
Wachstumskinetik erstellt, um die Ahnlichkeit der Wachstumseigenschaften der hier verwendeten
Zellen zu verifizieren. Das Wissen {iber das Wachstumsverhalten der Zellen und ihre
Verdopplungszeit dienten der optimalen Versuchsplanung, um auch bei mehrtigiger Kultivierung
die Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 stets in der exponentiellen Wachstumsphase zu halten und den

Eintritt in die stationdre Phase zu vermeiden.

Zum Erstellen der Wachstumskurve wurden 1¥10° Zellen je Well in sechs Replikaten auf insgesamt
zehn 96-Well-Platten ausgesdt und bei 5 % CO,-Konzentration, 37 °C Temperatur und
95 % relativer Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach sechs Stunden waren die Zellen adhirent und die
erste Messung konnte durch Bestimmung der Lebendzellzahl mittels DRAQS5™, wie oben
beschrieben, erfolgen. AnschlieBend wurden die Messungen im Intervall von 24 Stunden durch-

gefiihrt.

Die Wachstumskurve kann in vier verschiedene Phasen unterteilt werden, die in Abbildung 3
dargestellt sind. Zu Beginn ist die /ag-Phase zu beobachten, in der sich die Zellen an neue
Bedingungen gewohnen, um ab dem dritten Tag in die exponentielle Wachstumsphase iiberzutreten.
Nach dem sechsten Tag stellen die Zellen aufgrund von Zelldichte und Nahrstoffen die Proliferation

ein, um mit dem achten Tag in die Phase des Absterbens tiberzugehen.
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Zelllinie HUP-T3/cm?

Zeit [Tage]

Abb. 3 - Wachstumskinetik der Pankreaskarzinomzelllinie HUP T3

Auf zehn 96-Well-Platten wurden 1*10° Zellen pro Well in 6 Replikaten ausgesit und nach sechs Stunden Inkubation
erfolgte die erste Messung mittels DRAQS5™. Im Intervall von 24 Stunden wurden in den folgenden Tagen die weiteren
Messungen durchgefiihrt.

Um die Verdopplungszeit der Pankreaszellen zu berechnen, wird durch die logarithmische

Wachstumsphase eine Gerade gelegt, die nachfolgende Gleichung ergibt:
y = 524000x — 270250

Hier ergibt sich fiir die Zelllinie HUP-T3 unter normalen Inkubationsbedingungen mit 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2 und einer Temperatur von 37 °C eine Verdopplungszeit von ungeféhr 36
Stunden, was den Angaben des Leibniz-Institutes DSMZ entspricht.

Wachstumskurve der Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902

Nach Angaben des Leibniz-Institutes DSMZ entspricht die Verdopplungszeit der Zelllinie PaTu8902
zwischen 25-40 Stunden. Exemplarisch wurde fiir diese Arbeit mit diesen Zellen eine Wachs-
tumskinetik erstellt, um die Ahnlichkeit der Wachstumseigenschaften der hier verwendeten Zellen
zu tiberpriifen. Bei Versuchen mit mehrtigiger Inkubationsdauer sollen sich die Pankreas-
karzinomzellen stets in der logarithmischen Phase befinden und der Ubertritt in die stationire Phase

vermieden werden.

Fiir die Wachstumskurve wurden 0,2%¥10° Zellen je Well in sechs Replikaten auf insgesamt zehn
96-Well-Platten ausgesit und bei 5 % CO,-Konzentration, 37 °C Temperatur und 95 % relativer

Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach sechs Stunden waren die Zellen adhérent und die erste Messung
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konnte durch Bestimmung der Lebendzellzahl mittels DRAQS™, wie unter 2.2.1.4 beschrieben,

erfolgen. AnschlieBend wurden die Messungen im Intervall von 24 Stunden durchgefiihrt.

In Abbildung 4 ist die Wachstumskurve, die in dieser Arbeit fiir die Zelllinie PaTu8902 ermittelt
wurde, dargestellt. Auch hier konnen die vier unterschiedlichen Phasen voneinander abgegrenzt

werden.
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Abb. 4 - Wachstumskinetik der Zelllinie PaTu8902

Auf zehn 96-Well-Platten wurden 0,2%10° Zellen pro Well in 6 Replikaten ausgesit und nach sechs Stunden Inkubation
konnte die erste Auswertung mittels DRAQS5™ erfolgen. Im Intervall von 24 Stunden wurden in den folgenden Tagen die
weiteren Messungen durchgefiihrt.

Mithilfe einer Geraden durch die exponentielle Wachstumsphase der Zelllinie PaTu8902 ergibt sich
die nachfolgende Gleichung:

y =415,72x — 10332

Hier zeigt sich fiir die Pankreaskarzinomzellen, unter normalen Inkubationsbedingungen mit
95 % relativer Luftfeuchtigkeit, 5 % CO2 und einer Temperatur von 37 °C, eine Verdopplungszeit

von ungefahr 29 Stunden, was mit den Angaben des Leibniz-Institutes DSMZ {ibereinstimmt.

Proliferationsversuche mit den Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 mit IAP-Antagonisten

Fir Versuche zum Zelliiberleben iiber 48 Stunden wurden die Zellen in einer Dichte von
7,8%10° Zellen/cm® und fiir Versuche iiber 72bzw. 96 Stunden in einer Dichte von
4,7%10° Zellen/cm?* zu je 100 pl pro Well auf 96-Well-Platten in Sechsfachbestimmung ausgesit und
iber 24 Stunden in FCS-reichem Kulturmedium unter Standardbedingungen inkubiert.

AnschlieBend wurde das Ndhrmedium entfernt und der Zellrasen einmalig mit 100 ul PBS
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gewaschen. In FCS-reduziertem Medium wurden die IAP-Antagonisten in 10 uM (LBPS03) und
15 uM (LBPS05) auf den Zellrasen pipettiert. Als Losungsmittelkontrolle diente das
FCS-Mangelmedium mit einer Konzentration von 0,1 % DMSO. In Abhéngigkeit der Versuche
wurden die Zellen iiber Zeitrdume von 48-96 Stunden unter Standardbedingungen inkubiert und

mittels Bestimmung der Lebendzellzahl durch DRAQS5™ am Infrarot-Imager ausgewertet.

Behandlung der Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 mit IAP-Antagonisten

In einer Dichte von 6,3*10° Zellen/cm®* wurden die Zellen fiir Proliferationsversuche iiber
48 Stunden und fiir Versuche iiber 72 bzw. 96 Stunden in einer Dichte von 3,1*10° Zellen/cm? zu je
100 pl pro Well auf 96-Well-Platten in Sechsfachbestimmung ausgesit und iiber 24 Stunden in
FCS-reichem Kulturmedium unter Standardbedingungen inkubiert. AnschlieBend wurde das
Néhrmedium entfernt und der Zellrasen einmal mit 100 pl PBS gewaschen, um im Folgenden mit
den Mimetika in entsprechender Konzentration behandelt zu werden. Auch hier diente das
FCS-Mangelmedium mit einer Konzentration von 0,1 % DMSO als Losungsmittelkontrolle. In
Abhingigkeit der Versuche wurden die Zellen iiber Zeitrdume von 48-96 Stunden unter
Standardbedingungen inkubiert und durch Ermittlung der Lebendzellzahl anhand DRAQS5™ am

Infrarot-Imager ausgewertet.

2.2.2 Analysen mittels Durchflusszytometrie

Anhand der Durchflusszytometrie kdnnen verschiedene Eigenschaften der Zellen analysiert werden.
Hierzu wird die Zellsuspension iiber eine diinne Kaniile aspiriert, wodurch die Zellen vereinzelt
werden, um anschlieBend durch eine diinne Messkammer zu flieen. Hier passieren die Zellen einen
Laserstrahl und tiber Detektoren kann das entstandene Streulicht oder Fluoreszenzsignal ausgewertet

werden.

In dieser Arbeit konnten die durchflusszytometrischen Analysen lediglich mit der Pankreas-
karzinomzelllinie HUP-T3 durchgefiihrt werden. Die Zellen und Zellkerne der Zelllinie PaTu8902
konnten, aufgrund der hohen Clotting-Neigung der Zellen, nicht ausreichend vereinzelt werden, was

fiir die Versuchsdurchfithrungen ausschlaggebend ist.

2.2.2.1 Bestimmung der intrazellularen Caspaseaktivitat

Mittels der Caspase Stainig Kits von PromoKine konnte die Aktivitit verschiedener Caspasen in
lebenden Zellen ermittelt werden. Hier wurden unterschiedliche Caspase-Inhibitoren in situ

verwendet, die an FITC oder Sulforhodamin als Fluoreszenzmarker konjugiert sind. Die Inhibitoren
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sind zellpermeabel, ungiftig und binden irreversibel an aktivierte Caspasen in apoptotischen Zellen.
Die Konjugation an Fluoreszenzmarker erlaubt die Auswertung der Caspaseaktivitit mittels

Durchflusszytometrie.

Der Caspase-2 Inhibitor VDVAD-FMK, Caspase-8 Inhibitor IETD-FMK und Caspase-9 Inhibitor
LEHD-FMK sind an den Fluoreszenzmarker FITC konjugiert und die Messung der
Fluoreszenzintensitit, mittels Durchflusszytometrie, erfolgte bei einer Extinktion von 485 nm und
einer Emission von 535 nm. Die Aktivitdt der Caspase-3 wurde mit Hilfe des Caspase-3 Staining
Kits bestimmt. Hier ist der Inhibitor DEVD-FMK an Sulforhodamin gebunden, der eine Emission

von 570 nm und eine Extinktion von 540 nm aufweist.

Fiir die Versuchsreihen wurde die Zelllinie HUP-T3, in Abhéngigkeit der Inkubationszeitraume, auf
6-Well-Platten ausgesit und fiir 24 Stunden unter Standardbedingungen inkubiert. Uber einen
Zeitraum von 48 Stunden betrug die Zelldichte 6,8*10° Zellen/cm” und bei Inkubationszeiten von
72 bzw. 96 Stunden wurden 4,1*10° Zellen/cm? ausgesit. AnschlieBend wurde das FCS-reiche
Kulturmedium abgenommen, der Zellrasen mit 1 ml PBS gewaschen und im Anschluss mit
definierten Konzentrationen der IAP-Antagonisten in 2 % FCS-Kulturmedium behandelt. Als
Losungsmittelkontrolle dienten Zellen mit 0,1 % DMSO in FCS-reduziertem Medium. Uber einen
Zeitraum von 72 Stunden wurden die Zellen bei 37 °C, 5 % CO»-Konzentration und 95 % relativer

Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Nach der Inkubation wurde das Kulturmedium in ein 15 ml Falcon-Rohrchen iberfiihrt, der
Zellrasen zweimal mit 1 ml PBS gewaschen und das PBS im Falcon-Rohrchen gesammelt. Zum
Abldsen der Zellen wurden sie mit 500 pl Tryp/LE Express bedeckt und durch Zugabe von 500 pl
Medium konnte die weitere Reaktion unterbrochen werden. Die Zellsuspension wurde ebenfalls in
das Falcon-Rohrchen tiberfiihrt und fiir 5 Minuten bei 300 g sowie Raumtemperatur zentrifugiert.
Im Anschluss wurde der Uberstand verworfen, die Zellpellets in 120 pul Medium, dem 0,4 ul der
Inhibitoren zugefiigt wurden, resuspendiert und in ein 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal3 iiberfiihrt.
Bei geoffnetem Deckel wurden die Zellen fiir 45 Minuten im Brutschrank inkubiert. Hiernach
wurden die Zellen bei 100 g fiir 3 Minuten und Raumtemperatur zentrifugiert, der Uberstand
verworfen und das Zellpellet in 500 pl Waschpuffer gewaschen. Nach erneuter dreiminiitiger
Zentrifugation bei Raumtemperatur und 100 g wurde der Waschschritt nochmals wiederholt. Nach
der letzten Zentrifugation wurde das Zellpellet in 1 ml Waschpuffer resuspendiert und die Proben,

bis zur durchflusszytometrischen Auswertung, abgedunkelt auf Eis gelagert.

2.2.2.2 Propidiumiodid-Farbung

Anhand der Fiarbung mit Propidiumiodid kann auf den Anteil einer definierten Zellpopulation

rliickgeschlossen werden, der apoptotischen Zellen entspricht. Hierbei handelt es sich um einen
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Fluoreszenzfarbstoff, der an die DNA binden kann, in dem das Propidiumiodid zwischen den
Basenpaaren interkaliert. Durch die Proportionalitit von Basenanzahl und Fluoreszenzintensitét,
konnen mittels dieser Farbemethode Riickschliisse auf den DNA-Gehalt einer Zelle gezogen werden
und somit auch auf die Zellzyklusphase. Den hochsten Anteil an DNA-Gehalt findet man in Zellen,
die sich in der G2-Phase des Zellzyklus befinden. Im Gegensatz dazu ist in der sub-G1-Phase der
geringste Gehalt an DNA vorhanden, da diese durch Endonukleasen degradiert wird.

Zur Bestimmung der Apoptose-Rate der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 wurden diese in einer
Dichte von 4,1*10° Zellen/cm? auf einer 6-Well-Platte ausgesit und iiber 24 Stunden in FCS-reichem
Kulturmedium inkubiert. Nach der Vorinkubation wurde das Kulturmedium zunichst entfernt und
der Zellrasen mit 1 ml PBS gewaschen. Anschlieend erfolgte die Behandlung der Zellen mit den
IAP-Antagonisten in 2 % FCS-Medium {iber einen Zeitraum von 72 Stunden bei 95 % relativer
Luftfeuchtigkeit, 5 % CO,-Atmosphére und 37 °C. Auch hier diente die Behandlung mit DMSO, in
einer Konzentration von 0,1 %, als Losungsmittelkontrolle. Nach Abschluss der Inkubationszeit
wurde der Uberstand in ein 15 ml Falcon-Réhrchen iiberfiihrt und der Zellrasen zweimal mit jeweils
1 ml PBS, das ebenfalls gesammelt wurde, gewaschen. Mit 1 ml TrypLE Express wurden die Zellen
vom Well-Boden gelost und mit 1 ml Kulturmedium die weitere Reaktion unterbrochen. Die
Zellsuspension wurde ebenso dem Falcon-Réhrchen hinzugefiigt und bei 300 g fiir 5 Minuten bei
Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das resultierende Zellpellet in
200 pl hypotonischem Propidiumiodid-Lysepuffer resuspendiert und die Zellsuspension in ein 2 ml
Eppendorf-Reaktionsgefal3 iiberfiihrt. Es folgte die Inkubation fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur
und in Dunkelheit sowie anschlieBend die Zugabe von 800 pl Aqua dest. auf ein Gesamtvolumen

von 1 ml. Die Auswertung erfolgte tiber durchflusszytometrische Messungen im FL2-Kanal.

2.2.3 Biochemische Methoden

2.2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten aus den Zelllinien HUP-T3 und
PaTu8902

Zur Gewinnung von Proteinextrakten aus der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 wurden diese in
einer Dichte von 4,2*%10° Zellen/cm® in Zellkulturflaschen mit 25 cm? Grundflidche zunichst in
FCS-reichem Kulturmedium ausgesdt. Nach einer Inkubationsdauer von 24 Stunden, unter
Standardkulturbedingungen, wurde das Kulturmedium vollstindig entfernt und der Zellrasen mit
2 ml PBS gewaschen. Anschlielend wurden die Zellen mit den IAP-Antagonisten LBPS03 (10 uM)
und LBPS05 (15 uM) sowie der Losungsmittelkontrolle (0,1 % DMSO) in FCS-reduziertem
Medium behandelt und fiir 72 Stunden bei 95 % relativer Luftfeuchtigkeit, 37 °C und 5 %
COs-Konzentration kultiviert. Fiir die Proteingewinnung wurde das Kulturmedium in ein 15 ml

Falcon-Rohrchen tiberfiihrt und der Zellrasen zweifach mit je 1 ml PBS gewaschen, das ebenfalls
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gesammelt wurde. Von dem Kulturflaschenboden wurden die Zellen mit 1 ml TrypLE Express
gelost, mit Kulturmedium im gleichen Volumen die weitere Reaktion unterbrochen und die gesamte
Zellsuspension im Falcon-Rohrchen kollektiert. Nach der Zentrifugation von 5 Minuten bei 300 g
und 4 °C wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellett in 1 ml PBS resuspendiert und in ein 1,5 ml
Eppendorf Reaktionsgefal iiberfiihrt. Erneut wurden die Zellen bei 400 g sowie 4 °C fiir 5 Minuten
zentrifugiert und im Abschluss der Uberstand verworfen. Der Waschschritt wurde weitere zwei Male
wiederholt und das PBS anschlieend vollstindig abgenommen. In Abhéngigkeit der Grofle des
resultierenden Pelletts wurden die Zellen in 50-70 pl Lysepufter H resuspendiert und fiir 20 Minuten
auf Eis inkubiert. In dieser Inkubationszeit wurden die Zellen regelmifBig mittels Vortexer
durchmischt, um im Anschluss fiir 20 Minuten bei 2*10*g und einer Temperatur von 4 °C
zentrifugiert zu werden. AbschlieBend wurde der Uberstand in ein neues 1 ml Eppendorf
Reaktionsgefall tberfiihrt, worin sich das Proteinlysat befindet. Bis zur weiteren Verwendung

wurden die Proben bei -80 °C gelagert.

Fir die Proteinextraktion aus den Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 wurden diese in einer
Zelldichte von 2,8%10° Zellen/cm? in Zellkulturflaschen mit einer Grundfliche von 25 cm? ausgesit.
Nach 24 Stunden Kultivierung unter Standardbedingungen wurde das Medium abgenommen und der
Zellrasen mit 1 ml PBS gewaschen. In einer Konzentration von jeweils 25 uM wurden die
IAP-Antagonisten in FCS-reduziertem Medium auf den Zellrasen pipettiert. Auch hier diente DMSO
in einer Konzentration von 0,1 % als Losungsmittelkontrolle. Fiir weitere 72 Stunden erfolgte die
Inkubation der Zellen bei 5 % CO.-Atmosphére, 95 % relativer Luftfeuchtigkeit und 37 °C. Die

weitere Proteingewinnung wurde, wie oben beschrieben, durchgefiihrt.

2.2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen mittels Bradford-Reagenz ist eine photometrische
Methode, in der es zu einer Komplexbildung zwischen den Proteinseitenketten und dem Farbstoff
,,Coomassie-Brilliant-Blau G-250° kommt. Die Interaktion zwischen Farbstoff und Protein fiihrt zur
Verschiebung des Absorptionsspektrums von 465 nm zu 595 nm (BRADFORD, 1976). Nach dem
Lambert-Beer’schen Gesetz erfolgte die Messung der Absorption des Protein-Farbstoff-Komplexes

gegen das freie Farbreagenz:
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I
E=loglo(ﬁ)=s*c*d

mit: E = Extinktion
Io = Intensitit des einstrahlenden Lichtes
I, = Intensitit des transmittierten Lichtes
¢ = Extinktionskoeffizient
¢ = Konzentration des Stoffes

d = Schichtdicke der Kiivette

Zu Beginn wurde eine Eichgerade mit dem Referenzprotein BSA (Bovine Serum Albumin) in einer
Konzentration von 1 mg/ml erstellt. Hierzu wurden 1 pl bis 10 pl der BSA-Stocklosung auf 1000 ul
Bradford-Reagenz pipettiert und anschlieBend erfolgte die Messung der Absorption bei 595 nm. Aus
den ermittelten Werten konnte eine Standardkurve generiert werden, anhand derer die Protein-
konzentration der Proben ermittelt werden konnte. Zur Bestimmung der Gesamtprotein-
konzentration wurden 1000 pl Bradford-Losung mit 1 pl des Proteinlysates versetzt und dessen

Absorption gemessen.

2.2.3.3 Western Blot

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die SDS-Page (englisch fir sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis), als
biochemische Methode, dient der Auftrennung von Proteinen nach ihrer Molekiilmasse (LAEMMLI,
1970). Das Prinzip der diskontinuierlichen Gelelektrophorese beruht auf den unterschiedlichen
pH-Werten zweier Gele, wodurch sich die Proteine zundchst im Sammelgel konzentrieren und
anschlieffend im Trenngel ihrer GroBe entsprechend separiert werden.

Fiir den Nachweis der Proteine c-IAP2, PARP und XIAP wurden SDS-Gele in unterschiedlichen
Polyacrylamid-Konzentrationen, entsprechend der Grofe der nachzuweisenden Proteine, verwendet.

Die Zusammensetzungen sind in Tabelle 1 dargestellt.
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8 % SDS-PAGE 12 % SDS-PAGE

Sammelgel
Trenngel Trenngel

HO 1,4 4,6 33
30 % Acrylamid mix 0,33 2,7 4,0
1,5 M Tris pH 6,8 0,25

1,0 M Tris pH 8,8 2,5 2,5
10 % SDS 0,02 0,1 0,1
10 % APS 0,02 0,1 0,1
TEMED 0,002 0,009 0,004

Angaben in ml pro Gel

Tabelle 1 - Zusammensetzung der SDS-Polyacrylamid-Gele

Je Probe wurden 50 ug Gesamtprotein mit 5-fach Lammli-Puffer versetzt und mit destilliertem
Wasser auf ein Gesamtvolumen von 25 pl aufgefiillt. Durch das, im Lidmmli-Puffer enthaltene,
B-Mercaptoethanol werden Disulfidbriicken von Proteinen reduziert und ermoglichen somit ihre
Denaturierung. Im Anschluss wurden die Proben bei 95 °C fiir 5 Minuten denaturiert und auf die
vorbereiteten SDS-Gele aufgetragen. Bei einer konstanten Stromstérke von 30 mA pro Gel erfolgte
die Auftrennung der Proteine, entsprechend ihres Molekulargewichtes, in SDS-Laufpuffer iiber

90 Minuten.

Proteintransfer auf eine Nitrozellulosemembran

Die Methode des Western Blot dient der Ubertragung von Proteinen auf eine Trigermembran. Hierzu
werden die Proteine, auf einem Polyacrylamidgel aufgetrennt, in einem elektrischen Feld auf eine
Nitrozellulosemembran {ibertragen (TOWBIN ET AL., 1979). In den Versuchen dieser Arbeit wurde
das Semi-Dry-Blot Verfahren Trans-Blot® Turbo™ Transfer System von BIO RAD verwendet, in
dem die negativ geladenen Proteine von dem Polyacrylamidgel Richtung Anode laufen und somit
auf darunter liegende Nitrozellulosemembran transferiert werden (KYHSE-ANDERSEN, 1984).
Hierbei wurden Kassettenboden (Anode) und Kassettendeckel (Kathode) jeweils mit Transferpuffer
befeuchtet und anschlieBend Whatman-Filterpapier, Nitrozellulosemembran und Polyacrylamidgel,
die zuvor 5 Minuten in Transferpuffer dquilibiriert wurden, auf dem Kassettenboden positioniert.

Der Aufbau im Einzelnen ist in Abbildung 5 dargestellt.
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5x Whatman-Filterpapier

Polyacrylamid-Gel

[ ] Nitrozellulose-Membran

5x Whatman-Filterpapier

Abb. 5 - Schematische Aufbau eines Semi Dry Blots

Der Kassettenboden wird mit Transferpuffer befeuchtet. AnschlieBend werden fiinf, in Transferpuffer getréankte,
Whatman-Filterpapiere positioniert. Hierauf wird die dquilibrierte Nitrozellulosemembran gelegt und blasenfrei mit dem
Polyacrylamidgel bedeckt. Den Abschluss bilden wieder fiinf getrénkte Filterpapiere. Die Kassette wird mit der Kathode
verschlossen und in den Trans-Blot® Turbo™ von BIO RAD eingebracht.

Bei einer konstanten Stromstérke von einem Ampere erfolgte iiber 40 Minuten der Transfer der

Proteine auf die Zellulosemembran.

Fédrbung mit Ponceau S

Nach dem Proteintransfer wurde die Nitrozellulosemembran fiir 10 Minuten mit dem Farbstoff
Ponceau S schiittelnd inkubiert, um den Transfer zu iiberpriifen. Dieser Azofarbstoff bindet
reversibel an die Seitenketten der Proteine und macht diese somit auf der Membran sichtbar. Nach
erfolgter Farbung wurde das Ponceau S wieder abgenommen und die Nitrozellulosemembran
solange mit TBS auf dem Schiittler bei Raumtemperatur gewaschen, bis der Farbstoff vollstindig

entfernt wurde.

Immundetektion verschiedener Proteine tiber spezifische Antikorper

Zu Beginn wurde die Nitrozellulosemembran iiber 60 Minuten bei Raumtemperatur in 5 %-iger
Milchpulver-Losung auf dem Taumel-Rollmischer inkubiert. Dieser Vorgang diente zur Reduktion
unspezifischer Bindungen der Primédrantikdrper an unspezifische Proteinbindestellen. AnschlieBend
wurde die Nitrozellulosemembran in ein lichtundurchlissiges 50 ml Falcon-Réhrchen tiberfiihrt, der

nachzuweisende Primérantikorper, wie unter 2.1.1 beschrieben, verdiinnt und die Membran iber
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Nacht bei 4 °C auf dem Taumel-Rollmischer mit der Antikdrperlosung inkubiert. Nach der
Inkubation wurde die Membran dreimal mit jeweils 10 ml TBS fiir 5 Minuten bei Raumtemperatur
gewaschen, um unspezifisch gebundene Antikorper zu entfernen. Zum Abschluss erfolgte die
Inkubation mit dem Sekundirantikdrper, der 1:10*10* {iber eine Stunde bei Raumtemperatur in einer
Milchpulverlosung gelost wurde. Nach drei weiteren Waschschritten, wie oben beschrieben, konnte

der Proteinnachweis am Infrarot-Imager mit den Welllangen 685 nm und 785 nm erfolgen.

Um die Expressionslevel der Proteine quantifizieren zu konnen, wurden stets housekeeping-Proteine
(GAPDH oder a-Tubulin) nachgewiesen. Hierflir wurde die Nitrozellulosemembran zundchst mit
dem Primérantikdrper {iber Nacht bei 4 °C auf dem Rollmischer inkubiert und im Anschluss mit
einem Fluoreszenz-konjugierten Sekundérantikorper fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur behandelt.
Die Detektion der housekeeping-Proteine konnte nach drei Waschschritten ebenfalls am

Infrarot-Imager erfolgen.

2.2.4 Signifikanzen

Mithilfe des Students t-Testes wurden alle Signifikanzen in dieser Arbeit berechnet und die p-Werte
in den Abbildungen als Sterne [*] gekennzeichnet. Hier gilt bei einem p-Wert von < 0,05 [*],
p <0,01 [**], p<0,001 [***] und p <0,0001 [****]. Mit n.s. wurden nicht signifikante Ergebnisse

gekennzeichnet.

32



ERGEBNISSE

3 Ergebnisse

Im Rahmen unserer Arbeitsgruppe wurde die Wirkung der neu entwickelten Substanzen bereits auf
Jurkat-Zellen und Nierenkarzinomzellen untersucht. Hier zeigte sich, dass lediglich eine geringe
Konzentration der IAP-Antagonisten notwendig war, um einen ausgepragten anti-proliferativen
Effekt zu erwirken. Im Gegensatz hierzu, mussten die Substanzen auf Pankreaskarzinomzellen in

hoheren Konzentrationen eingesetzt werden, um einen dhnlichen Effekt zu erzielen.

3.1 Bestimmung der ICso-Werte der IAP-Antagonisten

In Anlehnung an die Ergebnisse der Vorversuche erfolgte die Bestimmung der [Cso-Werte {iber eine
Inkubationszeit von fiinf Tagen. Der ICso-Wert beschreibt die Konzentration eines Hemmstoffes, die
zur halbmaximalen Hemmung fiihrt und in diesem Fall auf das Tumorwachstum bezogen wurde.
Hierzu wurden die Zellen mit den Substanzen in acht unterschiedlichen Konzentrationen (max.
50 uM) tber einen Zeitraum von fiinf Tagen inkubiert. Mithilfe der GraphPad Prism Software
wurden zum einen die Dosis-Wirkungskurven erstellt und zum anderen erfolgte iiber diese Sofiware

die Ermittlung der ICso-Werte.

Im Vergleich konnten in der Zelllinie HUP-T3 geringere 1Cso-Werte bestimmt werden. Nach einer
Inkubationsdauer von fiinf Tagen ergab sich fiir LBPS03 eine halbmaximale Hemmung von
10,21 £ 0,7 uM und fiir LBPS05 von 14,6 + 3,4 uM. Im Gegensatz dazu lagen die ICso-Werte der
IAP-Antagonisten in der Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902 bei 22,8 £ 5,4 uM (LBPS03) und
24,8 £5,4 uM (LBPSO05). Zur leichteren Handhabung wurden fiir folgende Versuche fiir die Zellen
HUP-T3 die Konzentrationen 10 uM (LBPS03) und 15 uM (LBPS05) sowie jeweils 25 pM fiir die
Zelllinie PaTu8902 eingesetzt.
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Abb. 6 - Dosis-Wirkungskurven der IAP Antagonisten LBPS03 und LBPS05

Zur Ermittlung der ICso-Werte wurden die Pankreaskarzinomzelllinien iiber finf Tage mit acht unterschiedlichen
Konzentrationen der Substanzen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Auswertung der Proliferationsanalysen mittels
DRAQS5™ und die Bestimmung der ICso-Werte mithilfe der Sofiware von GraphPad Prism. Die Versuche wurden
unabhéngig voneinander dreimal durchgefiihrt. A) Hier sind die Dosis-Wirkungskurven der Zelllinie HUP-T3 dargestellt.
Die Bestimmung der ICso-Werte ergab fiir LPBS03 einen Wert von 10,21 uM und fiir den IAP-Antagonisten LBPS05 einen
ICso-Wert von 14,61 uM. B) Hohere ICsp-Werte wurden bei der Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902 ermittelt. Hier
ergaben die Berechnungen einen Wert von 22,76 uM fiir LBPS03 und 24,77 uM fiir LBPSO0S.

3.2 Einfluss der neuen IAP-Antagonisten auf die
Proliferation von Pankreaskarzinomzellen HUP-T3
und PaTu8902

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Wirkung der IAP-Antagonisten auf das Zelliiberleben zweier
Pankreaskarzinomzelllinien untersucht werden. Hierzu wurden die Zellen der Linien HUP-T3 und
PaTu8902 in ihren definierten Zelldichten auf 96-Well-Platten ausgesdt und entsprechend ihrer
ICso-Werte, deren Bestimmung unter 3.1 zu finden ist, iber einen Zeitraum von 72 Stunden
behandelt. Das Zelliiberleben wurde mittels DRAQS5™-Farbung und die Auswertung durch den
Infrarot-Imager ermittelt. Die Mittelwerte der behandelten Zellen wurden in Relation zu den

gemittelten Werten der Kontrollzellen gesetzt, die jeweils auf 100 % festgelegt wurden.
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Wurden die Zellen der Linie HUP-T3 mit LBPS03 in einer Konzentration von 10 uM iiber
48 Stunden inkubiert, zeigte sich eine Reduktion der Zellzahl auf 65,0 £ 5,7 %. LBPS03 in der
finffachen Dosierung fithrte zu einem Zelliiberleben von 13,7+4,0 %. Nach zwei Tagen
Behandlung mit 15 uM LBPSO05 verringerte sich die Proliferationsrate der Pankreaskarzinomzellen
HUP-T3 um 31,5+0,7 % und auf 9,0 £ 3,5 % sank das Zelliiberleben, nachdem die Zellen mit
LBPSO05 in 50 uM {iber 48 Stunden behandelt wurden (Abb. 7A).
In Abbildung 7B ist dargestellt, dass die Behandlung der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 iiber
einen Zeitraum von 3 Tagen mit LBPS03 in einer Konzentration von 10 pM das Zelliiberleben
signifikant auf einen Wert von 44,0 + 8,0 % reduzierte. Die Inkubation der Zellen mit dem
IAP-Antagonisten LBPSO05 in einer Konzentration von 15 uM iiber selbige Zeitspanne verringerte

das Proliferationsverhalten um 30,5 + 5,8 %.

Die Inkubation der PaTu8902-Zellen iiber 48 Stunden mit LBPS03 in 25 uM fiihrte zu einer
Reduktion der Zellzahl um 25,8 £ 9,4 %. Wurden die Zellen mit der doppelten Konzentration von
LBPS03 behandelt, konnte eine Proliferationsrate von 37,8 +79 % ermittelt werden. Die
Behandlung mit dem [AP-Antagonisten LBPS05 in 25 pM tiber selbige Zeitspanne verzeichnete ein
Zelliiberleben von 79,8 £ 9,8 % und nach der Inkubation mit LBPS05 in einer Konzentration von
50 uM sind noch 39,7 £ 8,5 % der Zellen vital (Abb. 7C).

In einer Konzentration von 25 uM und Inkubationsdauer von 72 Stunden dezimierte LBPS03 das
Zelliiberleben der Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 auf 57,2 + 6,8 % signifikant. Die Wirkung von
LBPS05, das in einer Konzentration von 25 uM eingesetzt wurde, reduzierte die Proliferation nach
dreitdgiger Behandlungsdauer lediglich um 24,2 £ 6,9 % im Vergleich zu den kontrollbehandelten
Zellen (Abb. 7D).
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Abb. 7 - Wirkung der Substanzen LBPS03 und LBPSO05 auf das Zelliiberleben von Zellen der Linien
HUP-T3 und PaTu8902 tiber 48 bzw. 72 Stunden

LBPS05

A) Die Zellen der Linie HUP-T3 wurden mit den IAP-Antagonisten in den Konzentrationen 10 uM (LBPS03), 15 uM
(LBPS05) sowie LBPS03 und LBPSO5 in jeweils 50 uM iiber eine Zeitspanne von zwei Tagen behandelt. B) Fiir die
Behandlungsdauer von 72 Stunden wurden die Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 in entsprechender Dichte ausgesit und
mit den Substanzen in den entsprechenden Konzentrationen behandelt, die auf der x-Achse dargestellt sind. C) Die Zellen
der Linie PaTu8902 wurden auf einer 96-Well-Platte ausgesit und mit LBPS03 sowie LBPSO0S in jeweils 25 pM und 50 pM
flir 48 Stunden inkubiert. D) Die Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 wurden fiir diesen Versuch iiber 72 Stunden mit den
neuen Substanzen in einer Konzentration von jeweils 25 uM unter Standardbedingungen inkubiert. In allen Versuchen
dienten als Kontrollzellen Zellen, die iiber den gleichen Zeitraum mit dem Losungsmittel DMSO (0,1 %) inkubiert wurden.
Die Auswertung der Proliferationsversuche erfolgte mithilfe der DRAQS ™ Farbung. Die Versuche wurden mindestens
dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt. K = Kontrolle, ** = p < 0,01, **** = p <0,0001.
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3.3 Untersuchungen zum Zelltodmechanismus in der

Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3

3.3.1 Wirkung der Substanzen LBPS03 und LBPSO05 auf die

Aktivitat der Initiator- und Effektor-Caspasen

Anhand von Aktivierung unterschiedlicher Caspasen, die mittels Durchflusszytomterie bestimmt
werden kann, besteht die Moglichkeit, Hinweise auf die Art des induzierten Zelltodes durch die
Substanzen zu erlangen. Die beiden IAP-Antagonisten, die in dieser Arbeit verwendet wurden,
wurden so konzipiert, dass sie in der Lage sind, pan-selektiv IAPs zu inaktivieren und somit in
Tumorzellen den Ablauf des programmierten Zelltodes wieder ermdglichen. Hinweisend auf einen
apoptotischen Zelltodmechanismus ist eine Aktivierung der Effektorcaspase-3/-7, die tber
verschiedene Initiatorcaspasen aktiviert werden kann. Ferner kann durch Ermittlung der Aktivitét
der Initiatorcaspasen differenziert werden, welcher Signaltransduktionsweg der Apoptose am

ehesten initiiert wird.

Die Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 wurde tiber die Zeitrdume 48, 72 und 96 Stunden mit den
Substanzen LBPS03 (10 uM) und LBPSO05 (15 uM) behandelt und anschlieBend deren intrazelluldre
Caspaseaktivitdt mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Ergebnisse der Aktivierung der
Effektorcaspase-3/-7 sind in Abbildung 8 dargestellt sowie die Ergebnisse der Untersuchungen zur
Initiatorcaspase-8 in Abbildung 9.
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Abb. 8 - Durchflusszytometrische Untersuchung zur Aktivierung der intrazellularen Caspase-3/-7
Aktivitat nach Behandlung mit den IAP-Antagonisten

Die Zellen der Zelllinie HUP-T3 wurden iiber einen Zeitraum von 48 bis 96 Stunden mit LBPS03 in einer Konzentration
von 10 pM und LBPS05 in einer Konzentration von 15 uM inkubiert. Die Bestimmung der intrazelluldren Caspaseaktivitit
erfolgte mit Hilfe des Caspase-Staining Kits von Promokine mittels Durchflusszytometrie. Alle Werte stellen die
gemittelten Werte aller durchgefiihrten Messungen dar. Die dargestellten Signifikanzen beziehen sich auf die
Kontrollwerte. K = Kontrolle, * = p < 0,05, ** = p < 0,01, n.s. = nicht signifikant. Der Versuch wurde dreimal unabhéngig
voneinander durchgefiihrt.
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Abb. 9 - Relative Caspase-8 Aktivitat nach Inkubation mit den IAP-Antagonisten LBPS03 und LBPS05

Uber einen Inkubationszeitraum von 48 bis 96 Stunden wurden die Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 mit den Substanzen
LBPS03 (10 uM) und LBPSO05 (15 uM) behandelt. AnschlieBend erfolgte die Bestimmung der intrazelluldren
Caspase-8-Aktivitdt mittels Caspase-Staining Kits von Promokine mittels Durchflusszytometrie. Alle Werte stellen die
gemittelten Werte aller durchgefiihrten Messungen dar. Die dargestellten Signifikanzen beziehen sich auf die
Kontrollwerte. K = Kontrolle, n.s. = nicht signifikant. Der Versuch wurde dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt.

In den, mit LBPS03 behandelten, Pankreaskarzinomzellen zeigte sich nach 72 Stunden Inkubation
mit der Substanz eine signifikante Steigerung der Aktivitit der Effektorcaspase-3/-7. Hier lag die
relative Aktivitét bei 21,5 + 2,4 %, im Vergleich zur Aktivitit in der Kontrollbehandlung, in der die
Aktivitdt nur halb so hoch lag. Ferner war zu beobachten, dass eine langere Inkubationsdauer keine
Steigerung der Caspaseaktivitit bewirkte, sondern hier die Werte auf 14,4+ 8,1 % fielen. Die
Behandlung mit LBPS05 in einer Konzentration von 15 pM zeigte nach 3 Tagen eine leichte, aber
nicht signifikante Steigerung der intrazelluldren Caspase-3/-7-Aktivitét auf 14,8 £ 3,5 %, wobei hier
die Behandlung iiber 96 Stunden eine stabile Aktivierung zeigte und keine Regredienz, wie bei der
Behandlung mit LBPS03 (Abb. 8).

Die intrazelluldre Aktivitdt der Initiatorcaspase-8 zeigte iiber simtliche Inkubationszeitrdume keine
signifikante Steigerung im Vergleich zur Kontrollbehandlung. Die gemessenen Werte geben jedoch
Hinweise auf eine leichte Zunahme, ebenfalls nach 72 Stunden nach Behandlung mit LBPS03 und
LPSSO05 (Abb. 9).

Abbildung 10 zeigt die durchflusszytometrischen Untersuchungen zur intrazelluliren Caspase-
aktivitdt der Initiatorcaspasen, die fiir eine Aktivierung iiber den intrinsischen Weg der Apoptose
sprechen wiirden. Hier zeigte sich nach der Behandlung der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 mit
LBPS03 und LBPSO05 {iber einen Zeitraum von 72 Stunden sowohl fiir die Caspase-2 als auch fiir
die Caspase-9 keine Steigerung der Aktivitdt. Lediglich die intrazelluldre Caspase-8 Aktivitdt wies,

wie oben beschrieben, eine leichte Aktivititssteigerung auf.
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Abb. 10 - Relative Caspaseaktivitat der Initatorcaspasen-2/-8 und-9 nach Behandlung mit den neu
entwickelten Substanzen

Die Zellen der Zelllinie HUP-T3 wurden iiber einen Zeitraum von 72 Stunden mit LBPS03 in einer Konzentration von
10 pM und LBPS05 in einer Konzentration von 15 pM inkubiert. Die Bestimmung der intrazelluldren Caspaseaktivitét der
Initiatorcaspasen-2/-8 und -9 erfolgte mit Hilfe des Caspase-Staining Kits von Promokine mittels Durchflusszytometrie.
Alle Werte stellen die gemittelten Werte aller durchgefiihrten Messungen dar. Die dargestellten Signifikanzen beziehen
sich auf die Kontrollwerte. n.s. = nicht signifikant. Die Versuche wurden dreimal unabhéngig voneinander durchgefiihrt.

3.3.2 Ermittlung der Apoptose-Haufigkeit nach Behandlung mit
IAP-Antagonisten

Die Untersuchungen zur Caspaseaktivitdt nach Behandlung mit LBPS03 und LBPS05 ergaben
Hinweise auf einen apoptotisch-induzierten Zelltod. In einem ndchsten Schritt wurden die
vorausgegangen Ergebnisse weiter untersucht. Mittels Farbung der behandelten Zellen mit
Propidiumiodid, kann der Zellanteil bestimmt werden, der in der Durchflusszytometrie einen

hypodiploiden Peak aufweist und fiir apoptotische Zellen charakteristisch ist.

Uber einen Zeitraum von drei Tagen wurden die Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 mit den
Substanzen LBPS03 in einer Konzentration von 10 uM und LBPS05 von 15uM unter
Standardbedingungen inkubiert. Im Anschluss wurden die Zellen mit PI-Lysepuffer lysiert und es
erfolgte die Messung mittels Durchflusszytometrie. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit dem

Losungsmittel DMSO in einer Konzentration von 0,1 % ebenfalls iiber 72 Stunden inkubiert wurden.
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Abb. 11 - Ermittlung der Apoptosehaufigkeit in der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 nach
Behandlung mit LBPS03 und LBPS05 mittels PI-Farbung

Die Zellen der Zelllinie HUP-T3 wurden iiber 72 Stunden mit den IAP-Antagonisten unter Standardbedingungen
behandelt. AnschlieBend wurde der Anteil an apoptotischen Zellen mittels PI-Farbung nach Nicoletti am
Durchflusszytometer bestimmt. Als Negativkontrolle dienten Zellen, die mit dem Losungsmittel DMSO in einer
Konzentration von 0,1 % iiber den gleichen Zeitraum behandelt wurden. Die dargestellten Signifikanzen beziehen sich auf
die Kontrollwerte. * = p < 0,05, ** =p < 0,01. Der Versuch wurde dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt.

Die Auswertung zeigte einen signifikanten Anstieg des hypodiploiden DNA-Gehaltes nach einer
Behandlungsdauer von 72 Stunden mit dem IAP-Antagonisten LBPS03 auf 15,5+2,5 % der
Zellpopulation. Im Vergleich dazu war der Anteil an apoptotischen Zellen nach der Behandlung mit
LBPSO05 mit 14,3+ 0,7 % nur minimal geringer, aber ebenso signifikant bezogen auf die

Kontrollzellen (Abb. 11).

3.4 Untersuchungen zur Caspaseaktivitat in der Zelllinie
PaTu8902 nach Behandlung mit IAP-Antagonisten

durch Western Blot Analysen

Aufgrund der Einschrinkungen, die Zelllinie PaTu8902 durchflusszytometrisch zu analysieren,
wurden Untersuchungen zur Aktivitit der Caspasen mittels Western Blot Analysen durchgefiihrt.
Hierzu wurden die Zellen iiber einen Zeitraum von 72 und 96 Stunden mit den Substanzen LBPS03
und LBPSO05 jeweils in einer Konzentration von 25 uM unter Standardbedingungen inkubiert. Als
Positivkontrolle dienten Jurkat-Zellen, die fiir fiinf Stunden mit 50 uM Etoposid behandelt und
inkubiert wurden (FUJINO ET AL., 2002). AnschlieBend erfolgte die Proteinextraktion der Pankreas-

karzinomzellen, wie unter 2.2.3.1 beschrieben.
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Abb. 12 - Western Blot Analysen zur Spaltung von Caspasen und Caspase-Spaltprodukten nach
Behandlung mit den IAP-Antagonisten

Zellen der Zelllinie PaTu8902 wurden iiber 72 und 96 Stunden mit LBPS03 und LBPSO05 jeweils mit einer Konzentration
von 25 uM inkubiert und im Anschluss erfolgte die Extraktion der Proteine. Zellen, die iiber die gleichen Zeitraume mit
dem Losungsmittel DMSO in einer Konzentration von 0,1 % behandelt wurden, dienten als Kontrollzellen. Als
Positivkontrolle dienten Jurkat-Zellen, die iiber einen Zeitraum von fiinf Stunden mit 50 uM Etoposid behandelt wurden.
A) Auf eine 15 %-ige SDS-PAGE wurden jeweils 50 pug Protein aufgetragen und anschlieend wurde ein Western Blot
durchgefiihrt. Uber Nacht wurde die Zellulosemembran bei 4 °C mit dem Primérantikorper in einer Konzentration von
1:1.000 inkubiert. Am néchsten Tag erfolgte die Auswertung mittels Infrarot-Imager, nach Behandlung mit dem
Sekundérantikorper. (n=2) B) Zur Analyse der Cleaved Caspase Substrate Motif wurden 50 pg PaTu8902-Protein auf
eine 12 %-ige SDS-PAGE aufgetragen und ebenfalls gelelektrophoretisch separiert. Ausgewertet wurde der Western Blot
ebenfalls mit dem Infrarot-Imager. (n = 2) In beiden Versuchen diente GAPDH als /ouse-keeping Protein.

Im Falle einer Aktivierung der Procaspase-8 kdnnen die Fragmente p43 mit einem Molekiilgewicht
von 43 kDa und p41 mit 41 kDa mittels Western Blot nachgewiesen werden. Nach einer
Behandlungszeit von 72 und 96 Stunden mit den IAP-Antagonisten konnten keine Spaltprodukte der
Procaspase-8 in den Pankreaskarzinomzellen nachgewiesen werden, lediglich in der Positivkontrolle

wurden die beiden Fragmente detektiert (Abb. 12A).
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In Abbildung 12B wurde die Wirkung von LBPS03 und LBPSO05 in einer Konzentration von 25 uM
auf unterschiedliche Spaltprodukte von Caspasen dargestellt. Hier zeigte sich sowohl nach drei als
auch nach vier Tagen Behandlung kein Nachweis der Spaltung von Caspase-Substraten. In den, mit
Etoposid behandelten, Jurkat-Zellen konnte die Bindungsfahigkeit des Antikorpers nachgewiesen

werden.

3.5 Uberpriifung der PARP-Spaltung in der Zelllinie
HUP-T3 durch Aktivierung der Caspase-3 auf

Proteinebene

Da die Untersuchungen zur Aktivitdt der Effektorcaspase-3 einen signifikanten Anstieg zeigten,
folgte die Uberpriifung des Spaltsubstrates Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) der Caspase-3
auf Proteinebene. In der Western Blot Analyse konnen sowohl das gespaltene PARP bei 89 kDa als
auch das unfragmentierte PARP bei 116 kDa detektiert werden. Hierfiir wurden die Pankreas-
karzinomzellen HUP-T3 tiber 72 Stunden mit den Substanzen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Extraktion der Proteine, wie in 2.2.3.1 beschrieben. Als Nachweis der Bindungsfahigkeit des
Antikorpers wurden Zellen der Linie Jurkat iiber fiinf Stunden mit 50 uM Etoposid behandelt und
als Positivkontrolle auf das Gel aufgetragen (FUJINO ET AL., 2002).

Die Auswertung der Western Blot Analyse zeigte in der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 nach
einer Behandlungsdauer von drei Tagen mit LBPS03 (10 pM) und LBPSO05 (15 uM) keine Spaltung
des Caspase-3-Substrates PARP. In der Positivkontrolle konnte das unfragmentierte PARP mit einer
Molekiilgroe von 116 kDa sowie dessen Spaltprodukt mit 89 kDa nachgewiesen werden (Abb. 13).
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Abb. 13 - Western Blot Analyse zur PARP-Spaltung nach Behandlung mit LBPS03 und LBPS05

Zellen der Linie HUP-T3 wurden in Zellkulturflaschen mit einer Fliche von 25 cm? ausgesit und iiber drei Tage mit den
Substanzen LBPS03 in einer Konzentration von 10 uM und LBPS05 von 15 pM unter Standardbedingungen inkubiert.
Zellen, die iiber die gleichen Zeitrdume mit dem Losungsmitte]l DMSO in einer Konzentration von 0,1 % behandelt wurden,
dienten als Kontrollzellen. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Lyse der Zellen sowie die Extraktion der Proteine.
Fiir die Gelelektrophorese wurden 50 pg Proteinextrakt auf eine 8 %-ige SDS-PAGE aufgetragen und elektrophoretisch
aufgetrennt. Als Positivkontrolle wurden Zellen einer T-Zellleukdmie-Linie (Jurkat M) tiber fiinf Stunden mit 50 pM
Etoposid behandelt und anschlieend deren Proteine isoliert. Ausgewertet wurde der Western Blot mit dem Infrarot-Imager.
(n =2) Der Nachweis von a-Tubulin diente in diesem Versuch als Ladungskontrolle.

3.6 Die Expression von clAP1, clAP2 und XIAP in den
Pankreaskarzinomzelllinien HUP-T3 und PaTu8902

3.6.1 Bestimmung der Basalexpression von clAP1, clAP2 und
XIAP

Zur Quantifizierung der Apoptose-Inhibitoren in den hier verwendeten Pankreaskarzinomzelllinien
HUP-T3 und PaTu8902 wurde die Basalexpression von clIAP1, cIAP2 und XIAP in Relation zur
Basalexpression in den Nierenzellkarzinomzellen ClearCa-2 bestimmt. In diesen Zellen wurde das
anti-apoptotisch wirksame XIAP als stark tiberexprimiert nachgewiesen (RAMP ET AL., 2004). Sie

dienten fiir diese Versuche als Vergleichszellen.

Mittels Western Blot Analysen konnte die Quantifizierung der Zielproteine XIAP, cIAP1 und cIAP2
aus unbehandelten Zellen erfolgen, indem zuerst die Expression der Apoptose-Inhibitoren in
Relation zur Expression der jeweiligen Ladungskontrolle GAPDH gesetzt und anschlieend das
Expressionslevel der Kontrollzellen ClearCa-2 auf 100 % festgesetzt wurde. Die ermittelten
Proteinlevel aus den behandelten Pankreaskarzinomzellen wurden dann ins Verhéltnis zu dem
Proteinlevel der Nierenzellkarzinomzellen gesetzt.
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Die Auswertung der basalen Expression von XIAP in beiden Pankreaskarzinomzellen zeigte ein
erhohtes Level des Apoptose-Inhibitors, im direkten Vergleich zu der bereits verstirkten Expression
in den Zellen der Linie ClearCa-2. Das Niveau der Proteinexpression war in der Zelllinie HUP-T3
um 78 % hoher, verglichen mit den Kontrollzellen. Das Ergebnis zur Untersuchung des basalen
Levels von XIAP in der Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902 zeigte mit 149 % einen, um mehr als
das Doppelte erhdhten Wert (Abb. 14A). Bezogen auf das Niveau der zelluldren IAPs wird in
Abbildung 14B ersichtlich, dass diese in Gegeniiberstellung zu den Nierenkarzinomzellen nicht
vermehrt exprimiert wurden. Aufgrund der teils hohen Standardabweichungen sind die Ergebnisse

als Tendenz zu werten.
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Abb. 14 - Basale Expression der Apoptose-Inhibitoren in den Pankreaskarzinomzelllinien HUP-T3 und
PaTu8902

Aus den unbehandelten Zelllinien ClearCa-2, HUP-T3 und PaTu8902 erfolgte die Lyse der Zellen sowie im Anschluss die
Isolation der Proteine. Fiir Gelelektrophorese wurden je 50 pg Protein auf eine 12 %-ige SDS-PAGE aufgetragen und
elektrophoretisch aufgetrennt. Uber Nacht wurde die Zellulosemembran bei 4 °C mit dem Primirantikorper fiir den
Nachweis von XIAP (A) sowie von cIAP1 und cIAP2 (B) inkubiert. Die Quantifizierung der Proteine erfolgte mithilfe der
Expression des Proteins in Relation zum /ousekeeping-Protein GAPDH und die y-Achse beschreibt in allen drei Graphen
die relative Expression des Zielproteins zur Expression in den Kontrollzellen ClearCa-2. Als Auswertungshilfe diente die
Sofiware von Odyssey ® Image Studio Lite.
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3.6.2 Untersuchungen zur Degradation von XIAP und clAP-2 in
den Zelllinien HUP-T3 und PaTu8902 nach Behandlung mit
LBPS03 und LBPS05

Die Untersuchungen zur Basalexpression der Apoptose-Inhibitoren in den beiden Pankreas-
karzinomzelllinien zeigten eine verstdrkte Expression von XIAP. Aufgrund dessen wurde mittels
weiterer Western Blots analysiert, ob Verdnderungen im Expressionslevel des Zielproteins erfolgen,
wenn die Zellen mit den Substanzen behandelt werden. Hierzu wurden die Zelllinien HUP-T3 und
PaTu8902 entsprechend ihrer zuvor definierten Zelldichten in Zellkulturflaschen mit einer
Grundfliche von 25 cm” ausgesit und anschliefend iiber einen Zeitraum von 72 Stunden mit den
Substanzen LBPS03 und LBPSO5 in ihren spezifischen Konzentrationen, unter Standard-
bedingungen, inkubiert. Darauf folgte die Extraktion der Proteine sowie im Anschluss die
Durchfiihrung von Western Blot Analysen. Fiir beide Zelllinien diente der Nachweis des

housekeeping-Proteins GAPDH als Ladungskontrolle.

Abbildung 15A zeigt nach der Behandlung der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 mit den
[IAP-Antagonisten in den Konzentrationen 10 uM (LBPS03) und 15 uM (LBPS05) iiber eine
Zeitspanne von 3 Tagen keine visualisierbare Degradation des Zielproteins XIAP auf Hohe von
53 kDa, im Vergleich zu den Kontrollzellen. Als Kontrolle dienten hier Zellen, die iiber den gleichen

Zeitraum mit dem Losungsmittel DMSO in einer Konzentration von 0,1 % behandelt wurden.

Die Auswertung der Western Blot Analyse zeigte in der Zelllinie PaTu8902 ebenfalls keine
quantifizierbare Degradation des Antiapoptoseproteins XIAP nach Behandlung mit den Substanzen,
jeweils in einer Konzentration von 25 uM. Hierzu wurden die Zellen liber 72 Stunden mit LBPS03
und LBPSO05 behandelt, anschlieend lysiert und deren Proteine mittels Western Blot analysiert. Der
Ablauf der Gelelektrophorese und die Ubertragung der Proteine auf eine Nitrozellulosemembran ist
in 2.2.3.3 beschrieben. Die Fluoreszenz der Banden konnte mithilfe des Infrarot-Imager dargestellt
werden. Hier zeigte sich im Vergleich zu den PaTu8902-Zellen, die mit DMSO 0,1 % behandelt
wurden, keine Degradation von XIAP in den Pankreaskarzinomzellen, die iiber 3 Tage mit den

Substanzen inkubiert wurden (Abb. 15B).
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Abb. 15 - Degradation von XIAP in Pankreaskarzinomzellen nach Behandlung mit LBPS03 und LBPS05
mittels Western Blot Analysen

A) In einer Dichte von 4,2*103 Zellen/cm? wurden die Zellen der Linie HUP-T3 in Zellkulturflaschen mit einer Fliche von
25 c¢m? ausgesit und iiber drei Tage mit den Substanzen LBPS03 in einer Konzentration von 10 uM und LBPS05 von
15 uM unter Standardbedingungen inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Analyse der Proteine mittels
Western Blot. (n = 2) B) Die Pankreaskarzinomzellen der Linie PaTu8902 wurden in einer Dichte von 2,8*103 Zellen/cm?
in Zellkulturflaschen einer Grundfliche von 25 cm? ausgesit und mit den neuen IAP-Antagonisten LBPS03 und LBPS05
jeweils in einer Konzentration von 25 uM iiber 72 Stunden behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen lysiert und die
Proteinexpression untersucht. (n = 3).

Fiir beide Zelllinien dienten Zellen, die iiber den gleichen Zeitraum mit dem Losungsmittel DMSO in einer Konzentration
von 0,1 % behandelt wurden, als Kontrollzellen. In beiden Versuchen wurden 50 pg Proteinextrakt auf eine 12 %-ige
SDS-PAGE aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die Analyse der Proteinexpression wurde am Infrarot-Imager
ausgewertet. Als Ladungskontrolle diente jeweils der Nachweis von GAPDH auf Hohe von 37 kDa.

In Vorversuchen wurde gezeigt, dass cIAP2 in der Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902, verglichen
mit der Zelllinie HUP-T3, eine leicht erhohte Basalexpression aufweist. Aus diesem Grund wurde
im néichsten Schritt untersucht, wie sich eine Inkubation mit den IAP-Antagonisten auf das
Expressionslevel dieses Proteins auswirkt. Hierzu wurden die Zellen {iber 72 Stunden mit jeweils
25 uM LBPS03 und LBPS05, unter Standardbedingungen, inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Lyse
der Zellen und es wurden 50 pug Proteinextrakt auf eine 12 %-ige SDS-PAGE aufgetragen. Die

Ergebnisse des anschlieBenden Western Blot wurden am Infrarot-Imager ausgewertet.
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Abb. 16 - Western Blot Analyse als Untersuchung zur Degradation von clAP2 in der Pankreas-
karzinomzelllinie PaTu8902

In einer Dichte von 2,8*10° Zellen/cm? wurden die Zellen der Linie PaTu8902 in Zellkulturflaschen mit einer Fliche von
25 cm? ausgesit und nach einer 24 stiindigen Vorinkubation in FCS-reichem Kulturmedium iiber drei Tage mit den
Substanzen LBPS03 und LBPSO05 in jeweils 25 uM, unter Standardbedingungen, inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit erfolgte die Lyse der Zellen sowie die Extraktion der Proteine. (n = 2). Als Kontrollzellen dienten Zellen,
die iiber den gleichen Zeitraum mit dem Losungsmittel DMSO in einer Konzentration von 0,1 % behandelt wurden. Es
wurden 50 pg Proteinextrakt auf eine 12 %-ige SDS-PAGE aufgetragen und ein Western Blot durchgefiihrt. Die
Proteindetektion und die Auswertung erfolgten am Infrarot-Imager. Als Ladungskontrolle diente jeweils der Nachweis von
GAPDH bei 37 kDa.

In Abbildung 16 ist dargestellt, dass nach dreitigiger Behandlung mit den IAP-Antagonisten
LBPS03 und LBPSO05 in je 25 uM in den behandelten Proben ein gleich starkes Fluoreszenzsignal
des zelluldren IAP2 auf Hoéhe von 70 kDa detektiert wurde, wie in den Kontrollzellen. Die

Ladungskontrolle mit GAPDH zeigte eine gleichméBige Auftragung der Proteine.

3.7 Wirkung potentieller Kombinationspartner auf die
Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 und PaTu8902

3.7.1 Untersuchungen des Einflusses von Zytostatika auf die
Zelllinie HUP-T3

Im Rahmen der chemotherapeutischen Behandlung des Pankreaskarzinoms werden haufig die beiden
Zytostatika Etoposid und Gemcitabin eingesetzt. Im Hinblick auf die potentielle Kombinations-
moglichkeit mit den neu entwickelten Substanzen, wurde die Wirkung der beiden Zytostatika auf die
Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 untersucht. Hierzu wurden die Zellen iiber 72 Stunden mit
Etoposid in unterschiedlichen Konzentrationen inkubiert. AnschlieBend erfolgte die Auswertung
mittels DRAQS5™-Verfahren. Hier zeigte sich bereits ab einer Konzentration von 1 uM eine

signifikante Reduktion des Zelliiberlebens auf 85,0 + 6,3 % in Relation zu den Kontrollzellen. Mit

47



ERGEBNISSE

zunehmender Konzentration verstirkte sich die antiproliferative Wirkung auf die Pankreas-
karzinomzellen bis zu einer Verminderung der Zellzahl um 89,8 + 0,5 % bei einer Konzentration von
50 uM.
Fiir die Evaluation der Wirkung des Zytostatikums Gemcitabin auf die Pankreaskarzinomzelllinie
HUP-T3 wurden die Zellen ausgesat und ebenfalls iiber 72 Stunden mit aufsteigender Konzentration
der Substanz behandelt. Die Farbung mit dem Floureszenzfarbstoff DRAQS5™ diente nach Abschluss
der Inkubationszeit als Auswertung des relativen Zelliiberlebens. Behandelt mit einer Konzentration
von einem Nanomolar des Zytostatikums Gemcitabin, war nach drei Tagen Inkubationsdauer kein
signifikanter Riickgang des Proliferationsverhalten der Zellen zu detektieren. Bei 5 nM konnte eine
deutliche Abnahme der Zellproliferation auf einen Wert von 44,6 £ 6,1 % verzeichnet werden
(p <0,0001). Ab einer Konzentration von 10 nM bis zu einem Maximum von 50 nM verédnderte sich
das Proliferationslevel der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 nicht mehr merklich. Um 71,0 £1,0 %
reduziert sich das Zelliiberleben bei 10 nM und bei 50 nM liegt das Zellsterben mit 68,7 + 1,4 %
geringfiigig niedriger (Abb. 17).
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Abb. 17 - Wirkung der Zytostatika Etoposid und Gemcitabin auf das Proliferationsverhalten der
Zelllinie HUP-T3

Zellen der Linie HUP-T3 wurden auf 96-Well-Platten ausgesdt und iiber einen Zeitraum von 72 Stunden mit
unterschiedlichen Konzentrationen der Substanzen Etoposid und Gemcitabin inkubiert AnschlieBend erfolgte die Farbung
mit DRAQ5™ und Auswertung des Proliferationsversuches am Infrarot-Imager. Als Kontrolle dienten jeweils Zellen, die
iiber dieselbe Zeitspanne mit dem Losungsmittel der Chemotherapeutika DMSO in einer Konzentration von 0,1 % inkubiert
und zu denen die behandelten Pankreaskarzinomzellen anschlieBend in Relation gesetzt wurden. Die Versuche wurden
mindestens dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt. K = Kontrolle, n.s.=nicht signifikant, ** =p <0,003,
*kkk =p <0,0001.
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3.7.2 Wirkung des small molecule YM155 auf die Pankreas-

karzinomzelllinie HUP-T3

Teil dieser Arbeit war es, mogliche Kombinationspartner fiir die neu entwickelten Substanzen zu
finden und bei bekannter Uberexpression der IAPs in Pankreaskarzinomzellen, stellte der Survivin-
Inhibitor YM155 einen vielversprechenden Partner dar. Zunéchst wurde die alleinige Wirkung auf
die Zellen der Linie HUP-T3 untersucht. Hierzu wurden die Zellen auf einer 96-Well-Platte ausgesit
und iiber einen Zeitraum von 48 Stunden mit dem Inhibitor in unterschiedlichen Konzentrationen

behandelt. Anschliessend erfolgte die Detektion des Fluoreszenzsignals mittels Infrarot-Imager.
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Abb. 18 - Einfluss des small molecule YM155 auf die Proliferation der Zelllinie HUP-T3

Es wurden Pankreaskarzinomzellen der Linie HUP-T3 mit der Substanz YM155 in aufsteigender Konzentrationen iiber
einen Zeitraum von 48 Stunden inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte die Auswertung mittels
DRAQS™-Verfahren sowie am Infrarot-Imager. Als Kontrollen wurden mit dem Losungsmittel DMSO (0,1 %) behandelte
Zellen verwendet und zu diesen die behandelten Pankreaskarzinomzellen in Relation gesetzt. Der Versuch wurde
unabhingig voneinander mindestens dreimal durchgefiihrt. K = Kontrolle, n.s. = nicht signifikant, **** = p <0,0001.

In Abbildung 18 ist der Einfluss des Survivin-Inhibitor YM155 auf das Proliferationsverhalten der
Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 als Balkendiagramm dargestellt. Zu sehen ist eine signifikante
Reduktion der Zellzahl um 32,5+2,1 % bei einer Konzentration von 5nM und einer
Inkubationsdauer von zwei Tagen. Wird die Konzentration doppelt so hoch eingesetzt (10 nM),
reduziert sich das Zelliiberleben um weitere 33 % und liegt somit bei 34,5 £ 2,5 %. Die Behandlung
mit 50 nM und 100 nM des Survivin-Inhibitors fithrt nach 48 Stunden zu einer stark signifikanten

Abnahme des Zelliiberlebens der Pankreaskarzinomzellen auf Werte von 12,3 +3,4% bzw.
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88+ 1,5% (p<0,0001). Bei 1nM liegt die Proliferation der Zellen mit 99,0 £4.2 %

vergleichsweise gleich zur Kontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde.

3.7.3 Auswirkungen auf die Proliferation der Zelllinie HUP-T3
durch die Behandlung mit Zytokinen

Durch erhohte Level der Inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) in Tumorzellen ist die Induktion des
natiirlichen Zelltodes gestort und genau hier sollen die neu entwickelten Substanzen ansetzen. Die
Behandlung mit LBPS03 und LBPS05 konnte die Resensibilisierung fiir unterschiedliche Zytokine
wiederherstellen und somit die Initiierung der Apoptose ermdglichen. Hierzu wurden die Pankreas-
karzinomzellen HUP-T3 iiber 48 bezichungsweise 72 Stunden mit verschiedenen Zytokinen in
unterschiedlichen Konzentrationen behandelt, um anschlieBend mittels DRAQS™-Auswertung die

Lebendzellzahl in Relation zur Kontrolle zu bestimmen.

Die Behandlung der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 mit TRAIL, iiber einen Zeitraum von
zwei Tagen, zeigte bei einer Konzentration von 0,1 ng/ml keine signifikante Reduktion des
Zelliiberlebens, in Relation zu den Kontrollzellen. Hingegen bei 1 ng/ml nimmt die Proliferationsrate
der Zellen signifikant um 64,0 + 6,0 % ab. Unter Einfluss von 5 ng/ml des Zytokins TRAIL lag das
relative Zelliiberleben bei 7,7+ 1,5% in Relation zur Kontrolle (Abb. 19A). Wurden die
Pankreaskarzinomzellen tiber 72 Stunden mit 1 ng/ml des Apoptose-induzierenden Zytokins
behandelt, reduzierte sich die Proliferation um weitere 7,5 % auf ein relatives Zelliiberleben von
28,5 + 9,3 %. Die Inkubation mit der 10-fachen und 50-fachen Konzentration von TRAIL, iiber eine
Zeitspanne von drei Tagen, zeigte eine Abnahme der Zellzahl um 91,3 £ 1,0 % bzw. 93,0 £ 1,4 %
im Vergleich zu der Kontrollbehandlung (Abb. 19D).

Abbildung 19B stellt die Wirkung des Todesrezeptorliganden TNFo nach 48 Stunden Inkubation
auf die Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 dar. Hier wurde mit einer Reduktion um 36,4 + 2,8 % die
stiarkste Abnahme der Zellzahl im Vergleich zur Kontrolle bei einer Konzentration von 25 ng/ml
detektiert. Bei jeweils 10ng/ml und 50 ng/ml liegen die Proliferationsraten etwas hdoher,
69,1 £ 5,6 % der Zellen iiberleben bei 10 ng/ml und 64,1 £4,9 % sind unter Behandlung mit einer
Konzentration von 50 ng/ml noch vital.

Ein weiteres Apoptose-induzierendes Zytokin ist der Fas-Ligand, das iiber einen Behandlungs-
zeitraum von 72 Stunden auf Zellen der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 inkubierte. Beginnend
mit einer Konzentration von 1 ng/ml bis zu einer Konzentration von 50 ng/ml wurde die
Zellproliferation in Relation zur Kontrolle ermittelt. Die Behandlung mit der niedrigsten Dosierung
des Fas-Ligand zeigte eine signifikante Reduktion des Zelliiberlebens um 25,0 £5,0 %. Mit
aufsteigender Konzentration reduzierte sich die Proliferationsrate bis zu einem Minimum von

9,0 + 1,8 % vitalen Zellen nach der Behandlung mit 50 ng/ml des Todesliganden. (Abb. 19C).
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Abb. 19 - Proliferationsanalysen der Zelllinie HUP-T3 nach Behandlung mit Zytokinen tliber 48 bzw.

72 Stunden

A und B) Fiir einen Behandlungszeitraum von 48 Stunden wurden die Zellen mit den Zytokinen TRAIL und TNFa in
unterschiedlichen Konzentrationen behandelt. Als Kontrollzellen dienten bei der Inkubation mit TRAIL Zellen, die iiber
den gleichen Zeitraum mit Storage Buffer in einer Konzentration von 0,1 % inkubierten. Bei der Behandlung mit TNFa.
diente als Losungsmittelkontrolle die Inkubation der Pankreaskarzinomzellen mit PBS (0,1 %) iiber zwei Tage. C und D)
Die Zellen der Linie HUP-T3 wurden mit dem Fas-Ligand und TRAIL in aufsteigenden Konzentrationen behandelt. Als
Losungsmittelkontrollen dienten jeweils Zellen, die mit Storage Buffer (TRAIL) oder PBS (Fas-Ligand) in einer
Konzentration von 0,1 % behandelt wurden. Alle Proliferationsversuche sind nach Ablauf der Inkubationszeit mittels
DRAQS™-Verfahren und am Infrarot-Imager ausgewertet worden. Die Analysen wurden unabhingig voneinander
mindestens dreimal durchgefiihrt. K = Kontrolle, n.s. = nicht signifikant, *** = p = 0,0004, **** = p < 0,0001.

3.7.4 Wirkung von Etoposid und Gemcitabin auf die Pankreas-

karzinomzelllinie PaTu8902
Um die Wirkung der beiden Zytostatika auf die Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902 zu
untersuchen, wurden die Versuche zum Zelliiberleben iiber einen Behandlungszeitraum von

72 Stunden durchgefiihrt. Hierzu wurden die Zellen mit Etoposid sowie Gemcitabin in aufsteigenden

Konzentrationen behandelt. Als Kontrollen dienten Zellen der Linie PaTu8902, die liber selbige
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Zeitspanne mit dem Losungsmittel der Zytostatika DMSO in einer Konzentration von 0,1 %
behandelt wurden. Nach einer dreitidgigen Inkubation unter Standardbedingungen erfolgte die

Auswertung mittels Fluoreszenzdetektion von DRAQS5™ am Infrarot-Imager.

Die Auswertungen der Proliferationsanalysen zeigten eine starke Abnahme der Zellzahl auf
60,0 £2,0 % bei einer Behandlung mit Etoposid in der niedrigsten Konzentration (1 uM). Mit
zunehmender Konzentration des Zytostatikums halbierten sich die Zellpopulationen nahezu und
erreichten bei 50 uM eine maximale Reduktion um 92,7 + 0,5 % (Abb. 20).

Die Wirkung des Nukleosid-Analogons Gemcitabin trat in Konzentrationen im nanomolaren Bereich
ein und zeigte somit eine 1:1.000 stirkere Wirkung als Etoposid. Der Einsatz von 1 nM Gemcitabin
iiber 72 Stunden zeigte eine signifikante Abnahme der Lebendzellzahl auf 79,0 £ 11,4 % im
Vergleich zu den Kontrollzellen. Die fiinffache Konzentration des Chemotherapeutikums bewirkte
eine stark signifikante Reduktion der Proliferation um 59,2 + 2,2 % und konzentrationsabhéngig war
eine weitere Verringerung der Lebendzellzahl bis zu 19,3 £2,5 % bei 50 nM zu detektieren (Abb.
20).
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Abb. 20 - Wirkung der Zytostatika auf die Proliferation der Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902

Zellen der Linie PaTu8902 wurden mit Etoposid und Gemcitabin in unterschiedlichen Konzentrationen iiber 72 Stunden
unter Standardbedingungen behandelt. Es folgte im Anschluss die Analyse der Zellzahl in Relation zu den, mit 0,1 %
DMSO inkubierten, Kontrollzellen. K = Kontrolle, * =p <0,5, **** =p <0,0001. Die Versuche wurden jeweils min-
destens dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt.
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3.7.5 Einfluss des Survivin-Inhibitors YM155 auf die Proliferation
der PaTu8902-Zellen

Im Hinblick auf Hinweise einer Uberexpression der Inhibitor of apoptosis proteins (I1APs) in
Pankreaskarzinomzellen, zu denen auch das Protein Survivin gezihlt wird, wurde der Einfluss des
Survivin-Inhibitors YM155 auf die Proliferation der PaTu8902-Zellen zunichst ohne Kombination
mit den neu entwickelten Substanzen untersucht. Hierzu wurden die Pankreaskarzinomzellen mit
dem small molecule YM155, in aufsteigenden Konzentrationen, iiber 48 Stunden behandelt. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde ein DRAQS5S™ Assay durchgefiihrt. Die Detektion des

Fluoreszenzsignals erfolgte mithilfe des Infrarot-Imager.
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Abb. 21 - Proliferationsanalysen der Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 nach Behandlung mit dem
Survivin-Inhibitor YM155

Pankreaskarzinomzellen der Linie PaTu8902 wurden iiber einen Zeitraum von 2 Tagen mit dem small molecule YM155 in
aufsteigenden Konzentrationen unter Standardbedingungen inkubiert. Als Kontrolle dienten Zellen, die ebenfalls iiber
48 Stunden mit dem Losungsmittel DMSO in 0,1 % behandelt und zu denen die mit YM 155 behandelten Zellen in Relation
gesetzt wurden. Die Auswertung erfolgte mittels DRAQS™ und dem Infrarot-Imager. K = Kontrolle, n.s. = nicht
signifikant, **** = p < 0,0001. Der Versuch wurde dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt.

Die Ergebnisse zeigten, dass unter der Behandlung mit niedrigen Konzentrationen des Survivin-
Inhibitors die Proliferationsraten der Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 nahezu der Proliferations-
rate der Kontrollzellen entsprechen. Die Inkubation mit 10 nM YM155 iiber 48 Stunden zeigte einen
stark signifikanten Einfluss auf das Zelliiberleben. Hier konnte eine Proliferationsrate von
65,7 £ 7,3 % verzeichnet werden. Mit zunehmender Konzentration des small molecules wurde eine
konstante Abnahme der Lebendzellzahl auf bis zu 8,2 + 1,9 % bei 100 nM in Relation zur Kontrolle
beobachtet (Abb. 21).
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3.7.6 Untersuchungen zum Proliferationsverhalten der Pankreas-

karzinomzelllinie PaTu8902 nach Behandlung mit Zytokinen

Die Behandlung mit spezifischen Zytokinen, sogenannten Todesrezeptorliganden, induziert in
Tumorzellen effektiv Apoptose und soll in spédteren Versuchen, in Kombination mit den neuen
IAP-Antagonisten, untersucht werden. Zu Beginn wurde jedoch das Proliferationsverhalten der
Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 nach alleiniger Inkubation mit den drei verschiedenen Todes-
rezeptorliganden getestet. Fiir die unterschiedlichen Behandlungszeitraume wurden die Zellen in
ihrer definierten Zelldichte ausgesdt und mit den Zytokinen in aufsteigenden Konzentrationen
inkubiert. In Relation zu den Kontrollzellen, die mit dem jeweiligen Losungsmittel in 0,1 % iiber die
gleiche Dauer behandelt wurden, wurden die PaTu8902-Zellen gesetzt, die mit den
Todesrezeptorliganden behandelt wurden. Die Auswertung erfolgte iiber die Detektion des

Fluoreszenzsignals des Infrarot-Farbstoffes DRAQS5™ mittels Infrarot-Imager.
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Abb. 22 - Behandlung der Pankreaskarzinomzellen liber 48 Stunden mit den Todesrezeptorliganden
TNFa und TRAIL

Zellen der Linie PaTu8902 wurden mit verschiedenen Konzentrationen der Zytokine unter Standardbedingungen inkubiert.
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden die Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff DRAQS™ behandelt und anschliefend
am Infrarot-Imager das Fluoreszenzsignal zu detektieren. Die behandelten Zellen wurden zu den Kontrollzellen in Relation
gesetzt (n>2). K = Kontrolle, n.s. = nicht signifikante Anderung der Lebendzellzahl, * = p < 0,05, *** = p < 0,001.

In Abbildung 22 zeigte sich, dass nach der Behandlung mit dem Todesrezeptorliganden TNFa. {iber
einen Zeitraum von 48 Stunden und in Konzentrationen von 10 bis 50 ng/ml lediglich eine leichte
Abnahme der Zellzahl um maximal 9,7 + 6,0 % zu verzeichnen war. Unter der Inkubation mit
50 ng/ml TRAIL iiber einen Zeitraum von zwei Tagen sank das Proliferationsniveau der

Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 signifikant auf 73,0 + 8,8 %, im Vergleich zur Kontrolle. Bei
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einem Fiinftel der Konzentration (10 ng/ml) konnte kein Einfluss des Zytokins auf das Zelliiberleben
detektiert werden, hingegen bei 100 ng/ml eine verstirkte Reduktion der vitalen Zellen um

38,0 £9,9 %.

Wurden die Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 iiber 72 Stunden mit Apoptose-Induktor TNFa
behandelt, konnte bei einer Konzentration von 25 ng/ml eine Reduktion des Zelliiberlebens um
18,5 2,4 % detektiert werden. Bei 10 ng/ml lag die Proliferationsrate der Zellen bei 89,3 + 3,1 %
in Relation zu den PBS behandelten Kontrollzellen und mit dem Einfluss von 50 ng/ml TNFa auf
die Pankreaskarzinomzellen verringert sich die Zellzahl um weitere 3,8 %, im Vergleich zur
niedrigsten Konzentration (Abb. 23).

Die Wirkung von 10 ng/ml TRAIL zeigte auch nach einer Behandlungsdauer von 72 Stunden keine
signifikante Abnahme des Zelliiberlebens von PaTu8902, verglichen mit den Kontrollzellen. Wurde
der Todesrezeptorligand in einer fiinffachen Konzentration mit den Pankreaskarzinomzellen
inkubiert, konnte eine signifikante Reduktion der Zellzahl um 35,5 + 7,9 % gemessen werden. Eine
Inkubation der Zellen mit 100 ng/ml des Zytokins iiber einen Zeitraum von drei Tagen zeigte, dass
ungefdhr die Hilfte des Proliferationsniveaus der Kontrollzellen erreicht wurde und lag somit bei
51,3+ 7,6 %.

Ein Einfluss des Fas-Liganden auf die Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902 war nach dreitagiger
Inkubation in den Konzentrationen von 1 bis 10 ng/ml nur minimal zu verzeichnen. Das
Zelliiberleben beim Einsatz von 25 ng/ml des Todesrezeptorliganden lag in Relation zu den mit PBS
behandelten Kontrollzellen bei 87,3 £ 7,6 % und die Behandlung mit der doppelten Konzentration
(50 ng/ml) des Fas-Liganden tiber 72 Stunden fiihrte zu einer signifikanten Reduktion der Zellzahl
um 24,7 £ 9,0 % (Abb. 23).
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Abb. 23 - Einfluss der Zytokine TNFa, TRAIL und Fas-Ligand auf das Zelliiberleben der Linie PaTu8902
nach 3 Tagen Inkubation

Die Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 wurden fiir die Behandlungsdauer von 72 Stunden mit den Todesrezeptorliganden
in unterschiedlichen Konzentrationen unter Standardbedingungen inkubiert. Die Zugabe von 0,1 % Storage Buffer zum
FCS-reduziertem Medium diente bei der Behandlung mit TRAIL als Losungsmittelkontrolle. TNFa und Fas-Ligand
wurden jeweils in PBS gelost und somit stellten PaTu8902-Zellen, die iiber 3 Tage mit 0,1 % PBS inkubiert haben, hier
die Losungsmittelkontrollen dar. Die Zellproliferation wurde relativ zur definierten Losungsmittelkontrolle bestimmt und
mittels DRAQS™-Verfahren am Infrarot-Imager gemessen. Die Versuche wurden jeweils mindestens dreimal unabhéngig
voneinander durchgefiihrt. Ko = Kontrolle, * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** =p < 0,001, **** = p <(0,0001.
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3.8 Einfluss der IAP-Antagonisten in Kombinations-
behandlungen auf die Proliferation der Pankreas-

karzinomzellen

Untersuchungen zum Proliferationsverhalten der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 und PaTu8902,
unter der Behandlung mit den neu entwickelten Substanzen LBPS03 und LBPS05 in Kombination
mit géngigen Zytostatika, dem Survivin-Inhibitor YM155 oder unterschiedlichen Todesrezeptor-

liganden, war ein weiteres Ziel dieser Arbeit.

3.8.1 Wirkung der kombinatorischen Anwendung von Zytostatika,
YM155 mit LBPS03 und LBPS05 auf die Zelllinie HUP-T3

Hierzu wurden in Vorversuchen, deren Ergebnisse in 3.7 dargestellt sind, die Konzentrationen von
Etoposid, Gemcitabin und dem Survivin-Inhibitor YM 155 ermittelt, die in folgenden Versuchen zur
Behandlung, in Kombination mit den [AP-Antagonisten, dienten. Fiir die Behandlungszeitrdume von
48 bzw. 72 Stunden wurden die Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 mit den Substanzen LBPS03 und
LBPSO05 in 10 uM und 15 uM behandelt, wohingegen das Zytostatikum Gemcitabin und der
Survivin-Inhibitor YM155 jeweils in 8 nM eingesetzt wurden sowie Etoposid in einer Konzentration
von 2,5 uM. Mittels DRAQS5™-Farbung und Detektion des Fluorszenzsignals am Infrarot-Imager

konnte die Proliferationsrate nach entsprechender Inkubationszeit ermittelt werden.

Wurden die Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 iiber 72 Stunden mit 10 uM LBPS03 und dem
Zytostatikum Etoposid in 2,5 uM behandelt, zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf die
Zellproliferation, verglichen mit der Einzelbehandlung durch LBSPO3. Der Einsatz von 15 uM
LBPSO05 in Kombination mit Etoposid war mit einer Abnahme der Proliferation um 15,0 + 8,2 % im

Vergleich zur Behandlung alleine mit LBPSO0S als signifikant zu verzeichnen (p = 0,02) (Abb. 24A).

In Abbildung 24B wurde die alleinige Wirkung des Nukleosid-Analogon Gemcitabin in 8§ nM sowie
in Verbindung mit den IAP-Antagonisten abgebildet. Hier zeigte sich eine signifikante Reduktion
der Zellzahl auf 29,5 + 2,4 % unter der kombinatorischen Behandlung von LBPS03 und Gemcitabin,
verglichen mit der Inkubation allein mit LBPS03. Die Uberlebensrate der Zellen HUP-T3 unter
15 uM LBPSO0S5 lag nach drei Tagen bei 70,5 = 7,2 %, in Relation zu den Kontrollzellen. Zusammen

mit dem Nukleosid-Analogon verringerte sich die Uberlebensrate um weitere 17,8 + 4,3 %.
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Abb. 24 - Einfluss der Kombinationsbehandlungen auf das Zelliiberleben der Pankreaskarzinomzell-
linie HUP-T3

A und B) Die Kombinationsbehandlung mit Etoposid und Gemcitabin erfolgte iiber einen Zeitraum von drei Tagen. Die
Zellen der Linie HUP-T3 wurden mit den Chemotherapeutika und den IAP-Antagonisten einzeln und jeweils in
Kombination inkubiert. Auf der x-Achse ist das Behandlungsschema mit den entsprechenden Konzentrationen aufgefiihrt.
C) Fiir die Inkubation tiber 48 Stunden wurden die Zellen mit YM155 und den IAP-Antagonisten behandelt. In allen
Versuchen dienten HUP-T3-Zellen, die mit dem Losungsmittel DMSO in 0,2 % iiber den gleichen Zeitraum inkubierten,
als Kontrollen. Den Einzelbehandlungen wurde jeweils ebenfalls zusitzlich 0,1 % DMSO hinzugefiigt, so dass in allen
Proben die gleichen Voraussetzungen gegeben waren. Kontrolle = schwarzer Balken, * =p=0,02, **=p<0,01,
% =p=0,0005, ¥**** =p<0,0001, n.s. =nicht signifikant. Die Versuche wurden jeweils dreimal unabhingig von-
einander durchgefiihrt.

Die Untersuchungen zur Wirkung der Kombinationsbehandlung vom YM155 mit den beiden neuen
Substanzen auf das Zelliiberleben der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 wiesen jeweils eine starke
Reduktion der Zellzahl im Vergleich zur Einzelbehandlung auf. LBPS03 in einer Konzentration von

10 uM verringerte die Anzahl an vitalen Zellen um 54,8 +4,3 %, kombiniert mit 8 nM des

58



ERGEBNISSE
Survivin-Inhibitors reduzierte sich die Uberlebensrate der HUP-T3-Zellen um weitere 34,8 % auf
10,5 £ 1,0 %. Ausgehend von einem Proliferationslevel von 73,8 = 5,2 % durch die Inkubation mit
15 uM LBPSO05, konnte bei der Zweifach-Behandlung der Zellen mit [AP-Antagonist und YM155
eine signifikante Abnahme um 36,8 £ 1,8 % detektiert werden (Abb. 24C).

3.8.2 Einfluss der beiden LBPS-Substanzen in Kombination mit

Todesrezeptorliganden auf das Zelliberleben in HUP-T3

Die hier verwendeten Substanzen LBPS03 und LBPS05 wurden so konzipiert, dass sie die Inhibitor
of apoptosis proteins (IAPs) binden konnen und auf diesem Weg die Apoptose in Tumorzellen
wieder induziert werden kann. Daher wurde der Einfluss der Kombinationsbehandlung von
IAP-Antagonisten mit einem der Todesrezeptorliganden auf das Proliferationsverhalten der
Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 bestimmt. Die Konzentrationen, in denen die Zytokine
eingesetzt wurden, wurden in vorangegangenen Versuchen ermittelt und sind dem Kapitel 3.7 zu

entnehmen.

Zunédchst wurden die Pankreaskarzinomzellen entsprechend den Inkubationszeitrdumen von
48 beziehungsweise 72 Stunden in definierten Zelldichten ausgesét und einzeln mit 10 uM LBPS03,
15 uM LBPS05 sowie den Zytokinen Fas-Ligand (2,5 ng/ml) und TNFa (10 ng/ml) behandelt.
Zusitzlich wurden die Kombinationsbehandlungen aus LBPS und Zytokinen auf die 96-Well-Platten
aufgetragen. AnschlieBend wurden die Zellproliferationen der behandelten Zellen, in Relation zu den
Kontrollzellen, mittels Infrarot-Imager ermittelt. Als Kontrollzellen dienten jeweils HUP-T3-
Pankreaskarzinomzellen, die mit DMSO und PBS in 0,1 %-iger Konzentration iiber die gleichen

Behandlungszeitrdume inkubiert wurden.

Die Ergebnisse zeigten in der Kombinationsbehandlung von LBPS03 in 10 pM mit 2,5 uM des Fas-
Liganden eine stark signifikante Abnahme der Lebendzellzahl um 74,8 £ 1,5 %, im Vergleich zur
Kontrollbehandlung nach einer Inkubation von 72 Stunden. Im Gegensatz dazu fiihrte die
Einzelbehandlung mit dem IAP-Antagonisten LBPS03, mit einer Verringerung um 52,0 & 6,6 %, zu
einer geringeren Reduktion der Proliferation als die Zweifachtherapie. Wurden die Zellen mit 15 uM
LBPSO05 iiber drei Tage inkubiert, lieB sich eine Abnahme der Zellpopulation auf 59,3 + 2.3 % in
Relation zur Kontrolle ermitteln. In Kombination mit dem Todesrezeptorliganden verringerte sich

das Zelliiberleben signifikant um weitere 23,8 + 2.5 % und lag somit bei 35,5 = 9,0 % (Abb. 25A).
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Abb. 25 - Wirkung von LBPS03 und LBPS05 in Kombination mit den Zytokinen Fas-Ligand und TNFa.
auf die Zellen der Linie HUP-T3

A) Fiir die Behandlung mit dem Fas-Ligand wurden die Zellen sowohl einzeln mit den IAP-Antagonisten und dem Zytokin
als auch in Kombination iiber 72 Stunden behandelt. Anschlielend wurde ein Proliferationsassay mit dem Fluoreszenz-
farbstoff DRAQS5™ durchgefiihrt. Die Ermittlung des Fluoreszenzsignals erfolgte mithilfe des Infrarot-Imager. B) Die
Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 wurden iiber zwei Tage mit dem Todesrezeptorliganden TNFa behandelt. Nach der
Inkubationszeit wurde, wie unter A) beschrieben, weiter verfahren. Die Kontrollzellen wurden fiir beide Versuche mit
jeweils 0,1 % der Losungsmittel DMSO und PBS iiber die gleichen Behandlungszeitraume behandelt. Um einen genaueren
Vergleich zu erhalten, wurden den Proben zusétzlich das fehlende Losungsmittel DMSO oder PBS in einer Konzentration
von 0,1 % zugefiigt. Eine detaillierte Zusammensetzung der Proben mit den jeweiligen Konzentrationsangaben ist auf der
x-Achse dargestellt. Kontrolle = schwarzer Balken, * = p < 0,05, ** =p < 0,01, *** = p <0,001. Unabhéngig voneinander,
wurden die Versuche jeweils dreimal durchgefiihrt.

Abbildung 25B stellt die Ergebnisse der Proliferationsanalysen nach der Behandlung der Zellen
HUP-T3 mit den neu entwickelten Substanzen und dem Todesrezeptorliganden TNFa einzeln und
kombiniert, nach einer 48-stiindigen Inkubation, dar. Hier wurde durch die Behandlung mit LBPS03
eine Verringerung der vitalen Zellen auf 50,8 £ 7,7 % verzeichnet. Wurde der IAP-Antagonist
gemeinsam mit 10 ng/ml TNFo auf die Zellen pipettiert, reduzierte sich das Zelliiberleben nochmals
um 19,7+ 5,2 % und erreichte ein Proliferationsniveau von 31,1 +£4,5 %. Die Kombinations-
behandlung von 10 ng/ml Todesrezeptorligand mit 15 uM LBPSO05 fiihrte zu einer Abnahme der
Zellzahl auf 53,6 + 11,9 % und war im Vergleich zu der Reduktion durch die Einzelbehandlung mit
LBPSO05 als signifikant zu erkennen. Der Einsatz von 15 uM des IAP-Antagonisten zeigte ein
Zelliiberleben von 79,0 £ 11,0 %.
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Abb. 26 - Einfluss der Kombinationstherapie von TRAIL mit den IAP-Antagonisten tiber 48 bzw.

72 Stunden

Die Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 wurden mit LBPS03, LBPS05 und TRAIL in FCS-reduziertem Medium iiber 2 bzw.
3 Tage unter Standardbedingungen. Das Behandlungsschema sowie die ermittelten Konzentrationen sind auf der x-Achse
dargestellt. Die Kontrollzellen wurden iiber die gleichen Zeitrdume mit beiden Losungsmitteln in 0,1 % inkubiert. Zur
besseren Vergleichbarkeit wurden die Proben so vorbereitet, dass in jeder 0,1 % DMSO und 0,1 % Buffer enthalten waren.
Die Versuche sind mindestens dreimal unabhdngig voneinander durchgefiihrt worden. Kontrolle = schwarzer Balken,
*=p<0,05, ** =p=0,008.

Die Auswertungen der Proliferationsanalysen der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 stellten eine
signifikante Reduktion der Zellzahl, verglichen mit den Einzelbehandlungen, unter der Kombi-
nationstherapie von LBPS03 und LBPS05 mit dem Todesrezeptorliganden TRAIL sowohl {iber
48 Stunden als auch 72 Stunden dar. Wéhrend die Inkubation der Zellen mit 10 pM LBPSO03 iiber
2 Tage zu einem Zelliiberleben von 75,7 £ 5,9 % fiihrte, war bei der kombinierten Behandlung eine
signifikante Abnahme um weitere 29,0 + 14,7 % zu verzeichnen. Nach der Inkubation der
HUP-T3-Zellen mit 0,5 ng/ml TRAIL und 15pM LBPS05 iiber 48 Stunden konnte eine
Proliferationsrate von 30,5 + 6,4 % detektiert werden. Im Vergleich hierzu lag das Zelliiberleben bei
der Behandlung mit LBPOS alleine bei 76,3 £ 11,5 % (Abb. 26 A).

In Abbildung 26B ist der gleiche Versuchsaufbau wie in Abbildung 26A dargestellt, lediglich wurde
die Inkubationsdauer um weitere 24 Stunden verldngert. Hier zeigte sich bei 10 uM LBPS03 ein
Anteil von 50,3 £ 3,5 % vitaler Zellpopulation in Relation zur Kontrolle. Kombiniert mit dem
Todesrezeptorliganden, in einer Konzentration von 0,5 ng/ml, sank das Zelliiberleben der Pankreas-
karzinomzellen um weitere 20,0 + 4,4 %. Die Kombinationsbehandlung von LBPS05 mit TRAIL
wies mit 34,0 + 14,8 % ein dhnlich niedriges Proliferationslevel auf, wie die Zweifachtherapie mit
LBPS03 und TRAIL. Verglichen mit der Inkubation mit 15 uM des IAP-Antagonisten LBPS05, die
zu einer Reduktion der Zellzahl auf 66,0 + 8,5 % fiihrte, ist die Abnahme mittels Kombinations-

behandlung als signifikant zu werten (p = 0,03).
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3.8.3 Einfluss der IAP-Antagonisten auf die Proliferation der
PaTu8902-Zellen in Kombination mit YM155, Etoposid oder

Gemcitabin

Die Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 wurden mit den Zytostatika, YMI155 und den
IAP-Antagonisten behandelt. LBPS03 sowie LBPS05 wurden jeweils in Konzentrationen von 25 uM
eingesetzt, um den Einfluss sowohl der Einzelbehandlung als auch in Kombination mit den anderen
Substanzen auf die Proliferation der Pankreaskarzinomzellen zu ermitteln. Hierfir wurde ein
DRAQS5S™ Assay durchgefiihrt und anschlieBend das Fluoreszenzsignals am Infrarot-Imager
detektiert.

Die Ergebnisse der Proliferationsanalyen der Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 wiesen nach der
kombinatorischen Behandlung der Zellen mit 25 pM LBPS03 und dem Zytostatikum Etoposid in
einer Konzentration von 1 uM keine signifikante Reduktion der Zellzahl auf, im Vergleich zu der
Inkubation mit LBPS03 allein. Die Inkubation mit dem IAP-Antagonisten LBPSO0S5 fiihrte nach einer
Behandlungsdauer von 72 Stunden zu einer Abnahme des Zelliiberlebens um 30,5 + 0,7 %. In
Kombination mit 1 uM Etoposid verringerte sich die Zellzahl der Zelllinie PaTu8902 signifikant um
weitere 43,5 +3,5 % (p =0,005) und lag bei einem Zelliiberleben von 26,0 £4,2 % (Abb. 27A).
Wurde das Nukleosid-Analogon Gemcitabin in einer Konzentration von 4 nM iiber eine
Inkubationszeit von 3 Tagen mit jeweils 25 uM LBPS03 oder LBPS05 kombiniert, war in beiden
Versuchsreihen eine signifikante Reduktion der Anzahl an vitalen Pankreaskarzinomzellen zu
beobachten (p < 0,05). Zu einem Zelliiberleben von 37,3 £+ 5,6 % fiihrte die Behandlung mit LBPS03
und zusitzlich mit Gemcitabin behandelt, reduzierte sich die PaTu8902-Zellzahl nochmals um
9,8+5,9%. Nach der Inkubation mit 25 uM LBPS05 und 4 nM Gemcitabin konnte eine
Proliferationsrate von 50,8 £ 10,1 % gemessen werden und war, im Vergleich zur Einzelbehandlung
mit dem IAP-Antagonisten LBPS05, um 17,0 £ 12,1 % signifikant verringert (Abb. 27B).

In Abbildung 27C sind die Auswertungen der Proliferationsanalysen nach der Kombinationstherapie
von den neu entwickelten Substanzen mit dem Survivin-Inhibitor YM155 dargestellt. Behandelte
man die Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 iiber 48 Stunden mit 25 uM LBPS03, konnte eine
Abnahme des Zelliiberlebens um 41,0 £2,6 %, im Vergleich zur Kontrollbehandlung beobachtet
werden. Kombiniert mit dem small molecule YM155 in einer Konzentration von 10 nM, fiihrte dies
zu einer hochst signifikanten Reduktion der Lebendzellzahl auf 25,0 £ 1,7 % (p < 0,0001). Ebenso
wies die Behandlung von YM155 mit 25 uM LBPSO05 eine starke Abnahme des Zelliiberlebens um
42,3 + 2,1 % auf. Nach der Inkubation mit dem IAP-Antagonisten allein, waren noch 69,7 + 5,9 %

der Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 in Relation zur Kontrolle vital.
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Abb. 27 - Wirkung von LBPS03 und LBPS05 in Kombination mit Zytostatika oder dem Survivin-

Inhibitor auf die Proliferation der PaTu8902-Zellen

Die Pankreaskarzinomzellen wurden fiir die Behandlungszeitrdume von zwei bzw. drei Tagen in definierten Zelldichten
auf 96-Well-Platten ausgesit und nach einer 24-stiindigen Vorinkubation mit den IAP-Antagonisten in Einzel- und
Kombinationsbehandlung in FCS-Mangelmedium inkubiert. Auf der x-Achse ist das Behandlungsschema mit den
ermittelten Konzentrationen detailliert dargestellt. Als Kontrollbehandlung dienten Zellen, die mit 0,2 % DMSO iiber
selbige Zeitraume behandelt wurden, und zur besseren Vergleichbarkeit wurde jede Probe so vorbereitet, dass sie insgesamt
0,2 % des Losungsmittels beinhaltet. Kontrolle = schwarzer Balken, * =p <0,05, **=p=0,005, ***=p<0,001,
*HAE = p <0,0001, n.s. = nicht signifikant. A)n=2, Bund C) n> 3.
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3.8.4 Untersuchungen zum Zellliiberleben von PaTu8902 nach

Kombinationsbehandlung der IAP-Antagonisten mit TRAIL

Die Voruntersuchungen zeigten, dass relativ hohe Konzentrationen der Todesrezeptorliganden
Fas-Ligand und TNFo notwendig waren, um eine Reduktion der Proliferation der Pankreas-
karzinomzellen PaTu8902 zu bewirken. Somit wurde fiir die Versuche zur Kombinationsbehandlung

mit Zytokinen ausschlieBlich der Todesrezeptorligand TRAIL verwendet.

Hierzu wurden die Zellen der Linie PaTu8902 in definierten Zelldichten fiir die entsprechenden
Behandlungszeitraume ausgesit und mit den IAP-Antagonisten sowie TRAIL sowohl einzeln als
auch kombiniert behandelt. Im Anschluss wurde mittels DRAQS5™-Farbung das Fluoreszenzsignal
am Infrarot-Imager bestimmt. Als Kontrollzellen dienten PaTu8902-Zellen, die iiber die gleichen
Zeitraume mit den beiden Losungsmitteln DMSO und Storage Buffer in jeweils in 0,1 % inkubiert
wurden. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden zusétzlich alle Proben so vorbereitet, dass sie immer

0,1 % DMSO und 0,1 % Storage Buffer enthalten haben.
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Abb. 28 - Wirkung von LBPS03, LBPS05 und TRAIL auf das Zelliiberleben der Pankreaskarzinom-
zellen PaTu8902 nach 48 und 72 Stunden

A) Die Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 wurden entsprechend dem, auf der x-Achse dargestellten, Behandlungsschema
tiber zwei Tage inkubiert. B) Fiir die Inkubationsdauer von drei Tagen wurden die Zellen, wie oben beschrieben, behandelt.
Anschliefend erfolgte die Detektion des Fluoreszenzsignals und daraus ermittelt dem Proliferationsverhalten der
PaTu890-Zellen am Infrarot-Imager. Die Versuche wurden jeweils dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt.
Kontrolle entspricht dem schwarzen Balken, ** = p = 0,002, *** = p < 0,001, **** =p < 0,0001.

Sowohl nach zwei als auch nach drei Tagen Kombinationstherapie war eine starke Reduktion der
Zellzahlen der Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 zu beobachten. Wéhrend nach 48 Stunden
Einzelbehandlung mit 25 uM LBPS03 eine Abnahme der Proliferation um 29,0 + 2,9 % detektiert
werden konnte, sank die Zellzahl unter der Kombinationsbehandlung mit 50 ng/ml TRAIL bis auf
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ein Zelliiberleben von 41,8 £ 4,3 % in Relation zur Kontrolle (p < 0,0001). Die Inkubation iiber zwei
Tage mit LBPSO05 in einer Konzentration von 25 pM, kombiniert mit dem Zytokin TRAIL, bewirkte
eine Reduktion der Lebendzellzahl um 59,0 + 8,7 %. Verglichen mit der LBPS05-Einzelbehandlung,
die zu einer Abnahme um 15,0 + 10,4 % der vitalen PaTu8902-Zellen fiihrte, war die Anderung
durch die Kombinationstherapie stark signifikant (p < 0,001).
Wurden die Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 24 Stunden ldnger mit gleichem Behandlungs-
schema inkubiert, verringerten sich die Proliferationsraten der Zellen weiterhin. So war nach
72 Stunden unter Kombinationsbehandlung von LBPS03 (25 uM) und TRAIL (50 ng/ml) ein
Zelluberleben von 22,3 + 3,2 % zu verzeichnen. Die Inkubation mit LBPS03 allein fiithrte zu einem
Anteil an vitalen Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 von 59,7 4,5 %, relativ zur Kontroll-
behandlung. Die Wirkung von 25 uM LBPSO05 stellte sich mit 72,7 £ 11,6 %, im Gegensatz zu
LBPS03, etwas geringer dar. Inkubierten die Zellen jedoch mit dem [AP-Antagonist, kombiniert mit
50ng/ml des Todesrezeptorliganden TRAIL, konnte eine signifikante Reduktion der
Proliferationsrate um 77,0 = 1,7 % ermittelt werden (p = 0,002) (Abb. 28).
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4 Diskussion

Das Pankreaskarzinom stellt noch heute eine der Krebserkrankungen mit einer der schlechtesten
Prognosen dar. Zum einen werden die malignen Erkrankungen der Bauchspeicheldriise hiufig erst
im fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert und sind somit meistens inoperabel. Zum anderen weisen
Pankreaskarzinome grofitenteils Resistenzen gegeniiber konventionellen Therapiemethoden auf. Die
Widerstandsfihigkeit kann unter anderem auf eine Uberexpression der Inhibitor of apoptosis
proteins (IAPs) in Tumorzellen zuriickgefiihrt werden, die durch Bindung der Caspasen die
Signalkaskade der Apoptose unterbinden und auf diesem Weg den Zelltod inhibieren (MOHAMED ET
AL., 2017). Als natiirlicher Gegenspieler der I[APs agiert das pro-apoptotische Protein
Smac/DIABLO, das durch entsprechenden Stimulus aus dem Intermembranspalt der Mitochondrien

ausgeschiittet wird und seinerseits die Funktionen der IAPs unterbinden kann.

Basierend auf diesem Wissen, stellen Smac mimetics einen vielversprechenden Ansatz in der
Entwicklung neuer Substanzen in der Tumortherapie dar. Sie wurden daher so entwickelt, dass sie
unter anderem eine AVPI-dhnlich Struktur besitzen und hieriiber mit den BIR-Doménen der Inhibitor
of apoptosis proteins interagieren konnen. Auf diese Weise sollen die iiberexprimierten [APs in
Tumorzellen inhibiert und so die Mdglichkeit des Caspase-induzierten Zelltodes wiederhergestellt

werden.

In dieser Arbeit sollte sowohl die Wirksamkeit neu entwickelter IAP-Antagonisten auf das
Zelliiberleben von Pankreaskarzinomzellen analysiert, als auch nach Hinweisen auf die Art des
induzierten Zelltodes gesucht werden. Des Weiteren sind Untersuchungen zur Wirkung der Kombi-
nationsbehandlung mit den neuen Substanzen und verschiedenen Kombinationspartnern auf die

Proliferation der Pankreaskarzinomzellen von besonders grof3em Interesse.

4.1 Signifikante Zellzahlreduktion der Pankreaskarzinom-

zellen durch die neu entwickelten IAP-Antagonisten

Aufgrund von Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe wurden zundchst fiir beide Zelllinien die
IAP-Antagonisten in den Konzentrationen 10 uM eingesetzt (CAROSATI ET AL., 2015; STEVENS,
2017). Die Bestimmungen der I1Cso-Werte zeigten jedoch, dass die Pankreaskarzinomzelllinien mit
hoheren Dosierungen der Substanzen LBPS03 und LBPS05 behandelt werden miissen, um per se
Zelltod zu induzieren. Wihrend die Zelllinie HUP-T3 mit 10,2 uM fiir LBPS03 und 14,6 uM fiir
LBPS05 etwas niedrigere 1Cso-Werte verzeichnete, lagen diese in der Pankreaskarzinomzelllinie

PaTu8902 bei ungefidhr 25 pM (detailliert: LBPS03 22,8 uM; LBPS05 24,8 uM). Zur leichteren
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Anwendung wurde fiir weitere Versuche mit der Zelllinie HUP-T3 LBPS03 in 10 uM eingesetzt und
LBPSO05 in 15 pM sowie jeweils 25 pM bei den PaTu8902-Zellen.

Behandelte man nun die beiden Pankreaskarzinomzelllinien HUP-T3 und PaTu8902 iiber
unterschiedliche Zeitrdume mit verschiedenen Konzentrationen der pan-selektiven IAP-
Antagonisten LBPS03 sowie LBPS05, zeigte sich in allen Auswertungen eine signifikante Reduktion
der Zellzahl. Zusétzlich konnte beobachtet werden, dass eine weitere Verringerung der Zellzahl nur
durch die lingere Behandlung mit LBPS03 induziert werden konnte. Eine Inkubationszeit iiber
72 Stunden mit dem IAP-Antagonisten LBPSO05 fiihrte zu keiner weiteren Reduktion des
Zelliiberlebens (vgl. Abb. 7).

Die Ergebnisse der Wirkung auf das Zelliiberleben zeigten zum einen, dass die Pankreas-
karzinomzellen der Linie HUP-T3 in geringeren Konzentrationen auf die [AP-Antagonisten
ansprachen und zum anderen eine zeitabhiangige Wirkung der Substanz LBPS03, die jedoch bei
beiden Pankreaskarzinomzelllinien zu beobachten war. So reduzierte sich das Zelliiberleben von
HUP-T3 und PaTu8902 nach einer 72-stiindigen Behandlung mit LBPS03, in geringerer
Konzentration, um nochmals ungefihr 20 %, verglichen mit einer zweitdgigen Inkubationsdauer.
Auch in der Arbeit von JIANG UND KOLLEGEN konnte 2016 gezeigt werden, dass die Behandlung
mit dem small-molecule Antagonisten AT-406, einem monovalenten Smac Mimetikum in Phase /11
klinischer Studien (MOHAMED ET AL., 2017), vor allem einen zeitabhingigen Einfluss auf die
Zellviabilitit von Pankreaskarzinomzellen hat. Nach der verlingerten Behandlung der beiden
Pankreaskarzinomzelllinien mit dem [AP-Antagonisten LBPS05 konnte lediglich eine minimale
Verringerung der Zellzahl detektiert werden; jedoch zeigten Untersuchungen zur zeitabhéngigen
Wirkung der Substanzen auf Nierenzellkarzinomzellen von J. Stevens eine weitere Reduktion nach
96 Stunden (STEVENS, 2017). Somit wéren zusétzlich Proliferationsanalysen nach der Behandlung
der Pankreaskarzinomzellen mit LBPS03 und LBPSOS5 iiber vier Tage von groflem Interesse.

Erhohte man die Konzentration der neu entwickelten IAP-Antagonisten auf jeweils 50 uM, statt die
Behandlungsdauer zu variieren, konnte in beiden Pankreastumorzelllinien eine signifikante Verrin-
gerung der Zellzahl ermittelt werden. Vergleicht man hier Untersuchungen zur konzentra-
tionsabhiingigen Wirkung von LBPS03 und LBPS05 auf das Uberleben der Nierenkarzinomzellen
Clear-Ca2, so zeigte sich vor allem unter der Behandlung mit LBPSO03 ein konzentrationsabhingiger
Einfluss (STEVENS, 2017). Im Gegensatz dazu, konnte hier jedoch in beiden Pankreaskarzinom-
zelllinien HUP-T3 und PaTu8902 eine verstirke Wirkung sowohl durch LBPS03 als auch LBPS05
in hoherer Konzentration beobachtet werden. Erhohte Expressionslevel der Inhibitor of apoptosis
proteins in den Pankreaskarzinomzellen konnten dafiir verantwortlich sein (LOPES ET AL., 2007),
dass hier, im Vergleich zu den Nierenzellkarzinomzellen ClearCa-2, hohere Konzentrationen der

Substanzen fiir eine starkere Wirkung notwendig sind.

Ein Ziel der Entwicklung neuer Substanzen in der Therapie von malignen Erkrankungen sowie dem

Pankreaskarzinom, ist, das Tumorgewebe zu schéidigen, mit moglichst geringer Wirkung auf
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Normalgewebe. Im Rahmen dieser Arbeit war es nicht moglich, die Wirkung der neu entwickelten
IAP-Antagonisten auf normales Pankreasgewebe zu untersuchen. In den Masterarbeiten von N. van
den Hofel und J. Stevens konnte jedoch gezeigt werden, dass LBPS03 und LBPS05 in einer
Konzentration von jeweils 10 uM nur eine geringe Wirkung sowohl auf PBMCs (Peripheral Blood
Mononuclear Cells) als auch auf normale Nierenepithelzellen ausiiben (CAROSATI ET AL., 2015;

STEVENS ET AL., 2014).

4.2 Caspasen als Ursache fur den Zelltod in
Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 und PaTu8902

Die Smac mimetics dieser Arbeit, LBPS03 und LBPS05, sind so entwickelt worden, dass sie in der
Lage sind, tiber Nachahmung des AVPI-Bindemotivs von Smac/DIABLO mit der BIR-Doméne von
IAPs zu interagieren, somit die Hemmung der Caspasen aufzuheben und letztendlich die Induktion
der Apoptose zu ermoglichen (MANNHOLD ET AL., 2010). Aufgrund dessen wurden in dieser Arbeit
Untersuchungen zur Aktivitdt der Effektor- und Initiatorcaspasen nach Behandlung mit den
IAP-Antagonisten iiber unterschiedliche Zeitrdume erstellt. Werden die Pankreaskarzinomzellen
HUP-T3 {iber 72 Stunden mit LBPS03 und LBPS05 inkubiert, kann eine leichte Zunahme der
intrazelluldren Caspase-3 Aktivitdt in den LBPS03-behandelten HUP-T3-Zellen nachgewiesen
werden. So war die relative Caspase-3/-7 Aktivitdt mit 21,0 + 2,4 % ungeféhr doppelt so hoch, wie
in den Kontrollzellen. Eine verldangerte Inkubationsdauer mit dem IAP-Antagonisten LBPS03 zeigte
jedoch keine zunehmende Aktivitit der Effektorcaspase. Die Messungen der intrazelluldren
Caspase-3/-7 Aktivitdt nach Inkubation mit 15 pM LBPS05 ergaben zu keinem Zeitpunkt (24, 48
und 96 Stunden) eine signifikante Zunahme. Lediglich nach einer léngeren Inkubationsdauer war die
Tendenz der Caspaseaktivitdt leicht zunehmend. Da die Untersuchungen zur konzentrations-
abhéngigen Wirkung von LBPS03 und LBPSO05 eine deutliche Reduktion der Zellzahlen beider
Pankreaskarzinomzelllinien nach Behandlung iiber 48 Stunden zeigten, waren die hier eingesetzten
Konzentrationen mdglicherweise nicht ausreichend. Somit konnte, um eine ausgepriagte Aktivierung
der Caspasen detektieren zu konnen, die intrazelluldre Caspaseaktivitit nach zwei Tagen Inkubation
mit 50 pM LBPS03 und LBPS05 noch zusitzlich bestimmt werden. Beispielsweise konnte in der
Pankreaskarzinomzelllinie Panc-1 eine konzentrationsabhiangige Zunahme der Caspaseaktivitdt nach
Behandlung mit dem Smac mimetic AT-406 beobachtet werden (JIANG ET AL., 2016). Fiir LBPS05
geben Ergebnisse von anderen Arbeiten dieser Arbeitsgruppe Hinweise auf einen nicht-apoptotisch-
induzierten Zelltod durch die neu entwickelte Substanz (CAROSATI ET AL., 2015; STEVENS, 2017).
So konnte auch in Nierenkarzinomzellen keine vermehrte intrazelluldre Caspase-3/-7-Aktivitdt nach
zwei- bzw. dreitdgiger Behandlung mit LBPS05 detektiert werden (STEVENS, 2017).

Die leicht erhohte Aktivitdt der Effektorcaspasen, nach Behandlung mit den IAP-Antagonisten iiber

drei Tage, konnte eine Aktivierung der Upstream-Initiatorcaspasen vermuten lassen. So wiirde eine
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Steigerung der Aktivitit der Caspase-8 fiir die extrinsische und somit Rezeptor-vermittelte
Aktivierung sprechen, beziehungsweise liber die Zunahme der Caspase-2/-9 Aktivitdt fiir die
intrinsische Signalkaskade, die die Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren aus dem mitochondrialen
Intermembranspalt zur Folge hat. Nach 72 Stunden konnte in den Pankreaskarzinomzellen HUP-T3,
die mit LBPS03 behandelt wurden, zwar eine Verdopplung der Caspase-8 Aktivitit im Vergleich zu
den Kontrollzellen gemessen werden, aber diese lag mit 8,1 2,3 % relativ niedrig und war nicht
signifikant. Ahnliche FErgebnisse zeigten sich nach der Inkubation mit LBPS05 in einer
Konzentration von 15 pM. Allerdings gehdren Pankreaskarzinomzellen grundsitzlich zu den
Typ-1I-Zellen, in denen nur eine geringe Aktivierung der Caspase-8 stattfindet und die mito-
chondriale Signalverstiarkung zur Apoptose-Induktion notwendig ist (TRAUZOLD ET AL., 2003). Der
fehlende Nachweis einer Aktivitatssteigerung der Caspase-8 in den HUP-T3-Zellen konnte auch
darin begriindet sein. Die zusitzliche Uberexpression des anti-apoptotischen Bcl-Xy, (HINZ ET AL.,
2000), das in die mitochondriale Signalkaskade integriert ist, konnte die ausbleibende Aktivierung
der Caspase-2 und Caspsase-9 nach Behandlung mit den IAP-Antagonisten erkldren. In den
Nierenkarzinomzellen CleaCa-2 dagegen konnte nach der Behandlung mit LBPS03 eine Steigerung
der intrazelluldren Caspase-2- und Caspase-9-Aktivitit beobachtet werden (STEVENS, 2017), weisen
aber moglicherweise eine geringere Bcl-Xi-Expression als die Pankreaskarzinomzellen auf (GOBE

ET AL., 2002).

Uber Western Blot Analysen wurden in den Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 Untersuchungen zur
Spaltung von Caspasen und Spaltprodukten der Caspasen nach Behandlung mit LBPS03 und
LBPSO05 gemacht. Hier konnten auf Proteinebene der Tumorzellen PaTu8902 sowohl nach einer
72-stiindigen als auch 96-stiindigen Behandlungsdauer mit jeweils 25 uM der [AP-Antagonisten
keine aktiven Fragmente der Initiatorcaspase-8 detektiert werden. Auf Hohe von 43 kDa und 41 kDa
konnten die Fragmente der gespaltenen Caspase-8 in der Positivkontrolle nachgewiesen werden.
Auch die Untersuchung, in Abhéngigkeit der Inkubationsdauer, auf die Spaltprodukte
unterschiedlicher Substrate der Caspasen brachte zwar einen deutlichen Nachweis in der
Positivkontrolle, jedoch war kein Signal in den behandelten Zellen zu detektieren. Werden im
Gegensatz dazu die Nierenkarzinomzellen ClearCa-2 mit den beiden Substanzen behandelt, so
konnten zumindest nach der Behandlung mit LBPS03 die Spaltprodukte der Caspase-8 sowie die
Abbauprodukte Caspase-spezifischer Substrate im Western Blot nachgewiesen werden (STEVENS,
2017). Auch hier wiren Untersuchungen zur konzentrationsabhéngigen Wirkung von LBPS03 und
LBPS05 auf die Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902 interessant und, ob eine Zunahme der
intrazelluldren Caspaseaktivitdit nachgewiesen werden kann. Im Gegensatz zu JIANG UND
KOLLEGEN, die den Nachweis einer konzentrationsabhidngigen Wirkung photometrisch erbracht
haben, konnte man hier die Detektion von Caspasespaltprodukten auf Proteinebene durchfiihren.
Jedoch konnte auch hier die grundsitzlich geringe intrazellulire Caspase-8-Aktivierung als
Typ-1I-Zellen und die Hemmung der mitochondrialen Signalkaskade in Pankreaskarzinomzellen fiir

den hier fehlenden Proteinnachweis ursichlich sein (HINZ ET AL., 2000; TRAUZOLD ET AL., 2003).
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Betrachtet man zum einen die durchflusszytometrischen Ergebnisse der intrazelluldren
Caspaseaktivitit in den HUP-T3-Zellen und zum anderen die Auswertungen der Western Blot
Analysen in den PaTu8902 Pankreaskarzinomzellen, scheint die Behandlung allein mit den
IAP-Antagonisten fiir eine Aktivierung der Caspasen nicht ausreichend zu sein. Als Typ-1I-Zellen
findet in Pankreaskarzinomzellen per se nur eine geringe Aktivierung der Caspase-8 statt und die
Verstarkung, mittels mitochondrialer Signalkaskade, ist essentiell (TRAUZOLD ET AL., 2003). So
konnte durch HINZ UND KOLLEGEN noch zusitzlich eine Uberexpression von Bcl-Xi in
Pankreaskarzinomzellen beobachtet werden. Jedoch kann mdglichweise tiber Kombinations-
behandlungen die notwendige Verstirkung durch den mitochondrialen Signalweg umgangen
werden. Durch die IAP-Antagonisten konnte die Aktivierung der Caspasen wieder stattfinden und
durch einen Kombinationspartner, wie beispielsweise TRAIL, die extrinsische Signalkaskade
vermehrt induziert werden. Zusétzlich weisen die Daten von N. VAN DEN HOFEL und J. STEVENS auf
eine Steigerung der intrazelluldren Effektor- bzw. Initiatorcaspasen durch die Behandlung mit
LBPS03 hin. Hier konnte zum einen in der T-Zellleukdmiezelllinie Jurkat M eine starke Zunahme
der intrazelluldren Caspase-8-Aktivitit auf ungefiahr 60 % detektiert werden (CAROSATI ET AL.,
2015). Zum anderen zeigte sich in den Nierenkarzinomzellen ClearCa-2 sowohl eine deutliche
Steigerung der Initiatorcaspasen-8 und -9, als auch der Effektorcaspasen-3/-7 (STEVENS, 2017). Wie
hoch die Aktivitit der intrazelluldren Caspasen-3/-7 in den beiden Pankreaskarzinomzelllinien
letztendlich ist, konnten weitere Untersuchungen zu den Spaltprodukten der Effektorcaspasen, wie

beispielsweise der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP), zeigen.

4.3 Hinweise fur Apoptose als Mechanismus

Apoptose beschreibt eine Form des programmierten Zelltodes und kann entweder Rezeptor-
vermittelt aktiviert werden oder iiber die mitochondriale Signalkaskade. In beiden Féllen verléduft die
Aktivierung erst {iber Initiatorcaspasen, die wiederum durch Spaltung der Effektorcaspasen deren
Aktivierung induzieren und letztendlich in der Spaltung von Todessubstraten endet (HENGARTNER,
2000).

Um zu iiberpriifen, ob dem beobachteten Zelltod Apoptose als Zelltodmechanismus zugrunde liegt,
erfolgte die Farbung der Zellkerne von HUP-T3 mit Propidiumiodid. Kann in der Durchfluss-
zytometrie ein breiter hypodiploider, sogenannter Sub-G1, Peak der Zellen nachgewiesen werden,
spricht das fiir Apoptose als Zelltodmechanismus (RICCARDI AND NICOLETTI, 2006).

In den Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 konnte nach einer Inkubation {iber drei Tage mit LBPS03
ein signifikanter Anstieg des hypodiploiden DNA-Gehaltes verzeichnet werden. Auch die
Behandlung mit dem IAP-Antagonisten LBPS05 iiber 72 Stunden zeigte bei 14,3 +0,7 % der
behandelten Zellen eine Verbreiterung des Sub-G1-Peaks. Somit konnte davon ausgegangen werden,
dass durch die neu entwickelten Smac mimetics LBPS03 und LBPS05 zumindest teilweise der
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Zelltod durch Apoptose in den Pankreaskarzinomzellen induziert wird. Ebenso konnte in den
Jurkat-Zellen und ClearCa-2-Zellen nach der Behandlung mit LBPS03 eine deutliche Zunahme der
apoptotischen Zellen beobachtet werden (CAROSATI ET AL., 2015, STEVENS, 2017). Interessant wéire
auch die Wirkung der IAP-Antagonisten in hoheren Konzentrationen auf den Anteil apoptotischer
Pankreaskarzinomzellen, da beispielsweise FAKLER ET AL. einen konzentrationsabhéngigen Einfluss
auf die Anzahl apoptotischer Zellen durch die small molecules XIAP inhibitor 1 und XIAP

inhibitor 2 aufzeigen konnte.

Einen zusitzlichen Hinweis auf einen apoptotisch-induzierten Zelltod in den Pankreaskarzinom-
zellen HUP-T3 wiirde der Nachweis von Spaltprodukten der Caspasen erbringen. Ein solches
Schliisselprotein stellt das nukleare Enzym Poly(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) dar, das
wihrend apoptotischen Prozessen durch die aktivierte Effektorcaspase-3 gespalten wird (COHEN,
1997). Da die erhohte Caspaseaktivitit nach dreitdgiger Inkubationsdauer mit LBPS03 verzeichnet
werden konnte, wurden die Proteine nach ebendiesem Zeitraum aus den Pankreaskarzinomzellen
HUP-T3 extrahiert und gelelektrophoretisch aufgetrennt. In allen Proben konnte die nicht gespaltene
Form von PARP detektiert werden. Die gespaltene Form von PARP zeigte jedoch nur in der

Positivkontrolle eine deutliche Bande auf entsprechender Hohe.

Der fehlende Nachweis einer PARP-Spaltung in den Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 konnte dafiir
sprechen, dass die Steigerung der Aktivitdt der Effektorcaspasen nach Behandlung mit den
IAP-Antagonisten nicht ausreichend ist, um zur Spaltung der Schliisselproteinen zu fithren. Ebenso
konnten in den Zellen der Linie PaTu8902 zum einen nicht die Fragmente p43 und p41 ermittelt
werden, die hinweisend fiir eine Aktivierung der Initiatorcaspase-8 sind. Zum anderen wurde ein
vollstindiges Fehlen jeglicher Spaltprodukte der Caspasensubstrate in diesen Pankreaskarzinom-
zellen beobachtet.

Von TRAUZOLD UND KOLLEGEN wurde 2003 beschricben, dass Pankreaskarzinomzellen als
Typ-11-Zellen grundsétzlich eine geringere Aktivitdt der Initiatorcaspase-8 aufweisen und zusétzlich
den mitochondrialen Signalweg zur Induktion der Apoptose bendtigen. Ferner ist jedoch auch das
anti-apoptotische Protein Bcl-Xi in Pankreaskarzinomzellen erhoht, das Teil der mitochondrialen
Signalkaskade ist (HINZ ET AL., 2000). Der Einfluss der iiberexprimierten IAPs auf die Caspase-
aktivitit konnte durch die neu entwickelten Substanzen im Grunde genommen reduziert werden,
jedoch wiirde die Hemmung des, fiir die Pankreaskarzinomzellen notwendigen, mitochondrialen
Signalweges dennoch in der verminderten Aktivierung der Effektorcaspasen-3/-7 miinden. Dies
konnte eine Erklarung fiir den fehlenden Nachweis zum einen der Fragmente von Caspase-8 und
zum anderen jeglicher Spaltprodukte der Caspasesubstrate in den behandelten Pankreaskarzinom-
zelllinien sein. Weiterhin wiirde, bei ausbleibender Aktivierung der Effektorcaspasen, der Nachweis
von der Spaltung ihres Zielproteins PARP ebenfalls fehlen, das in den Zellen HUP-T3 auch nicht
nachgewiesen werden konnte. Behandelte man die Nierenkarzinomzellen ClearCa-2 mit den beiden

IAP-Antagonisten, so konnte eine PARP-Spaltung in den LBPS03-behandelten Zellen nachgewiesen
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werden (STEVENS, 2017). Moglicherweise ist die Einzelbehandlung mit den neu entwickelten
Substanzen in den Pankreaskarzinomzellen nicht ausreichend, sondern erst eine Kombinations-

therapie flihrt zu einer nachweisbaren Apoptose-Induktion.

4.4 Die Relevanz von XIAP und clAP2 fur die
IAP-Antagonisten LBPS03 und LBPS05

Die Inhibitor of apoptosis proteins sind als Gegenspieler der Caspasen in der Lage, die
Signalkaskade der Apoptose zu hemmen und konnen dadurch zur Entstehung von malignen
Erkrankungen beitragen. So sind die Expressionslevel verschiedener IAPs in Tumorzellen haufig
erhoht beziehungsweise dysreguliert (DE ALMAGRO AND VUCIC, 2012). LOPES UND KOLLEGEN
konnten in ihrer Arbeit 2007 zeigen, dass in Pankreaskarzinomzellen XIAP, cIAP2 und Survivin
verstirkt nachgewiesen werden konnten. Aufgrund dessen stellen die [APs einen vielversprechenden
Ansatz fiir die Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten in der Tumorforschung dar. Die hier
verwendeten [AP-Antagonisten LBPS03 und LBPS05 wurden so entwickelt, dass sie iiber eine
AVPI-dhnliche Struktur mit der BIR2- und BIR3-Domine verschiedener IAPs interagieren konnen

und so die Hemmung der Caspasen aufgehoben werden kann.

Verglichen mit den ClearCa-2-Zellen, die das X-/inked IAP nachweislich sehr stark (RAMP ET AL.,
2004) exprimieren, konnte in den Pankreaskarzinomzellen nochmals ein hoheres XIAP-Level
detektiert werden. Da es Hinweise auf die Beteiligung der IAPs an der Regulation der Sensitivitét
auf zytotoxische Therapien gibt (FULDA, 2015a), kénnte die starke Uberexpression der Inhibitor of
apoptosis proteins in den Pankreaskarzinomzellen eine Ursache fiir die ausgeprigte Resistenz
gegeniiber Chemotherapeutika sein. Zudem scheinen die Zellen der Linie PaTu8902 nochmals ein
hoheres Expressionslevel an XIAP aufzuweisen, als die Zellen HUP-T3, was moglicherweise auch
eine Erklarung fiir die insgesamt hoheren 1Cso-Werte sein konnte.

Eine geringe Auspriagung des zelluldren IAP2s konnte von ESPOSITO UND KOLLEGEN in normalem
Pankreasgewebe nachgewiesen werden, allerdings zeigte sich eine deutlich erhohte cIAP2-
Expression in Gewebe von Pankreaskarzinomen. Diese Uberexpression scheint mdglicherweise auch
einen Einfluss auf die pathophysiologischen Aspekte, wie die Resistenz gegeniiber Chemo-
therapeutika, zu haben (ESPOSITO ET AL., 2007). In Nierenzellkarzinomen wurde 2007 von
KEMPKENSTEFFEN UND KOLLEGEN ebenfalls eine Uberexpression des zelluliren IAP2 detektiert.
Betrachtet man die basale Expression von cIAP2 sowohl in den Nierenkarzinomzellen als auch in
den Pankreaskarzinomzellen, ist sie in HUP-T3 und PaTu8902 nicht ganz so ausgeprigt, wie in den
CleaCa-2-Zellen. Vergleicht man aber die basalen Expressionslevel von cIAP2 in beiden Pankreas-
karzinomzelllinien untereinander, so scheint das zelluldre IAP2 in den PaTu8902 stirker exprimiert

zu werden, als in Zellen der Linie HUP-T3. Somit konnten sowohl die erhéhten XIAP-Level als auch
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die erhohte cIAP2-Expression in den Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 dafiir verantwortlich sein,

dass in diesen hoheren Konzentrationen der Smac mimetics eingesetzt werden miissen, als in den

HUP-T3-Zellen.

Da nach der Behandlung mit den IAP-Antagonisten sowohl eine sichtbare Degradation des
Expressionslevels von XIAP als auch von cIAP2 ausbleibt, stellt sich die Frage, ob die neu
entwickelten Smac mimetics tatsdachlich mit den IAPs der Pankreaskarzinomzellen interagieren oder
moglicherweise die Bindung nicht ausreichend ist. So konnte allerdings in den Nierenkarzinomzellen
CleaCa-2 nach der Behandlung mit LBPS03 und LBPSO05 eine konzentrationsabhingige Wirkung
auf die Degradation von XIAP beobachtet werden (STEVENS, 2017). Ebenso konnten CHEN UND
KOLLEGEN im hepatozelluldren Karzinom sowohl einen zeit- als auch konzentrationsabhdngigen
Einfluss auf die Abnahme der Expressionslevel von cIAP2 und dem X-/inked 1AP zeigen, nach
Behandlung mit dem Smac mimetic APG-1387.

Die hier verwendeten Substanzen LBPS03 und LBPS05 wurden als monovalente Smac Mimetika
entwickelt (CAROSATI ET AL., 2015), wohingegen das Smac mimetic APG-1387 eine bivalente
Verbindung darstellt und aufgrund dessen einen stirkeren Einfluss auf die [AP-Degradation haben
koénnte (CHEN ET AL., 2018). Im Hinblick auf die Beobachtungen durch STEVENS und CHEN ET AL.
beziiglich einer konzentrationsabhéngigen Wirkung auf die Degradation von cIAP2 und XIAP durch
Smac mimetics, konnten die TAP-Expressionslevel in den Pankreaskarzinomzelllinien unter
steigenden LPBS-Konzentrationen noch zusétzlich untersucht werden. Da bei CHEN ET AL. ebenfalls
auch ein zeitabhingiger Einfluss durch das Smac mimetic beobachtet wurde, konnte auch die
Wirkung einer verlidngerten Behandlungsdauer mit LBPS03 und LBPSO5 auf die IAPs der
Pankreaskarzinomzellen iiberpriift werden. Die hier verwendeten IAP-Antagonisten haben als
monovalente Verbindungen den grof3en Vorteil der oralen Verfiigbarkeit auf der einen Seite (SUN ET
AL., 2008) und auf der anderen Seite geringere toxische Nebenwirkungen als bivalente Smac

mimetics (FULDA, 2014).

Eine andere Uberlegung fiir die nicht nachweisbare Degradation von cIAP2 und XIAP im Western
Blot, nach der Behandlung mit LBPS03 sowie LBPS05, konnte potentiell in einer ausbleibenden
Interaktion der IAPs mit den neu entwickelten [AP-Antagonisten liegen. Mit Survivin ist
beispielsweise ein weiteres /nhibitor of apoptosis protein bekannt, das zum einen ebenfalls {iber eine
BIR-Doméne verfiigt (BEUG ET AL., 2012) und zum anderen im Pankreaskarzinom vermehrt nach-
gewiesen werden konnte (LOPES ET AL., 2007). Allerdings scheint die BIR-Doméne von Survivin
nicht das IBM-Bindemotiv zu enthalten, das jedoch in den BIR2- und BIR3-Doménen von XIAP
und den beiden zelluldren IAPs zu finden ist (ALTIERI, 2010). Die hier verwendeten Substanzen
LBPS03 und LBPS05 sollen mit der BIR3-Doméne der IAPs interagieren konnen und die
konzentrationsabhingige Degradation von XIAP in Nierenkarzinomzellen stiitzt diese Uberlegung
(STEVENS, 2017). Somit waren Untersuchungen zur Wirkung der IAP-Antagonisten in héheren

Konzentrationen auf die Expressionslevel der IAPs mit BIR3-Doméne von Interesse.
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Zusitzlich kann die Uberexpression von mehreren unterschiedlichen Inhibitor of apoptosis proteins
im Pankreaskarzinom dafiir verantwortlich sein (MOHAMED ET AL., 2017), dass die hier verwendeten
Smac mimetics in Einzelbehandlung nicht ausreichend wirksam sind; was fiir andere Smac Mimetika
bereits gezeigt werden konnte (FULDA, 2015b). Aufgrund dieser Annahme wurde in weiteren
Versuchen die Wirkung der Kombinationsbehandlung mit zwei verschiedenen IAP-Antagonisten auf

das Proliferationsverhalten der Pankreaskarzinomzelllinien HUP-T3 und PaTu8902 untersucht.

4.5 Die Wirkung der IAP-Antagonisten in Kombinations-
behandlung

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit stellten Untersuchungen zur Kombinationsbehandlung der Pankreas-
karzinomzellen mit den neu entwickelten Smac mimetics und unterschiedlichen Partnern dar. So
konnte gezeigt werden, dass Apoptose, durch Chemotherapeutika induziert, mittels Kombinations-
behandlung mit beispielsweise einem Smac mimetic im duktalen Adenokarzinom der Bauch-
speicheldriise verstirkt werden kann (AWASTHI ET AL., 2011). Ebenso kdnnen small molecules, die
in der Lage sind das X-/inked IAP zu hemmen, zu einem gesteigerten TRAIL-induzierten Zelltod
fiihren (AWASTHI ET AL., 2011).

Heute gilt in der adjuvanten Therapie des Pankreaskarzinoms, unter anderem die Behandlung mit
Gemcitabin, immer noch als Goldstandard (D’HAESE ET AL., 2015) und eine schnell wachsende
neuroendokrine Neoplasie des Pankreas kann mit Etoposid behandelt werden (NOE AND NEU, 2015).
2012 konnten ESCHENBURG UND KOLLEGEN sogar eine stidrkere Reduktion der Zellzahl von
Neuroblastomzellen durch die Kombinationsbehandlung eines Smac mimetics mit einem Chemo-
therapeutikum beobachten. Daher wurden in dieser Arbeit Gemcitabin und Etoposid als Kombi-
nationspartner mit LBPS03 und LBPSO05 in der Behandlung der Pankreaskarzinomzelllinien
HUP-T3 und PaTu8902 eingesetzt.

Da bereits die Proliferationsversuche mit den IAP-Antagonisten allein eine signifikante Reduktion
der Zellenzahlen beider Pankreaskarzinomzelllinien zeigten, stellten Untersuchungen zum Einfluss
der Kombinationswirkung mit einem weiteren IAP-Inhibitor einen interessanten Ansatz dar. Hierzu
wurde YM155, ein Survivin-Inhibitor, als Kombinationspartner verwendet, da Survivin ebenfalls ein
IAP mit erhohtem Expressionslevel im Pankreaskarzinom darstellt (LIU AND WANG, 2011).

Als weitere Gruppe bieten sich die Todesrezeptorliganden als potentiellen Kombinationspartner an.
Zum einen sind sie selbst in der Lage Apoptose zu initiieren und zum anderen kann das Ansprechen
der Zellen auf die Liganden durch die neu entwickelten Smac mimetics verstarkt werden. So fiihrte
die kombinierte Therapie von Birinapant mit TNFa in der Mehrzahl der getesteten Melanom-
zelllinien zu einer Reduktion der Zellzahl, Birinapant allein wies allerdings in nur einer der 17

Zelllinien eine Wirkung (KREPLER ET AL., 2013) auf. Auch FINLAY ET AL. konnten 2014 zeigen, dass
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zuvor resistente Karzinomzelllinien, durch die Behandlung mit IAP-Antagonisten, wieder erheblich

auf den Todesliganden TRAIL sensibilisiert werden konnten.

4.5.1 Verstarkte Wirkung der Smac mimetics durch die kombina-

torische Behandlung mit Zytostatika

Betrachtet man den Einfluss der Kombinationsbehandlung der IAP-Antagonisten LBPS03 und
LBPS05 mit den Zytostatika auf das Proliferationsverhalten der beiden Pankreaskarzinomzelllinien,

so zeigen sich hier dhnliche Ergebnisse.

So scheint vor allem die Wirkung des Smac mimetic LBPS05 durch den kombinatorischen Einsatz
mit einem Zytostatikum in beiden Pankreaskarzinomzelllinien verstiarkt zu werden, wohingegen der
Einfluss des [AP-Antagonisten LBPS03 bereits allein einen ausgeprigten antiproliferativen Effekt
aufweist und die Zellzahl durch die Doppelinkubation nicht mehr sehr stark reduziert wird. In den
Arbeiten von N. VAN DEN HOFEL und J. STEVENS zeigten sich Hinweise, dass durch die Behandlung
mit LBPS05 sowohl in der Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-2 als auch in der T-Zell
Leukdmiezelllinie Jurkat keine Apoptose induziert wird (STEVENS, 2017). Im Gegensatz dazu fiihrt
die Behandlung mit Etoposid oder Gemcitabin zu einem apoptotisch-induzierten Zelltod (HUANG
AND PLUNKETT, 1995; WANG ET AL., 2016). Unter der Kombinationsbehandlung von LBPS05 mit
je einem der beiden Zytostatika konnten somit zwei unterschiedliche Zelltodmechanismen induziert
werden. Dies wire eine mogliche Erkldrung fiir den stirkeren kombinatorischen Einfluss von
LBPS05 mit Etoposid oder Gemcitabin auf das Zelliiberleben beider Pankreaskarzinomzelllinien, als
die Kombinationsbehandlung von LBPS03 mit den Zytostatika.

Die Untersuchungen zum Zelltodmechanismus durch die Behandlung mit LBPS03 zeigten in
ClearCa-2- und Jurkat-Zellen ein apoptotisches Zellsterben (CAROSATI ET AL., 2015; STEVENS,
2017) und auch die Ergebnisse in der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 weisen auf Apoptose hin.
Durch die Kombinationsbehandlung von LBPS03 mit einem der beiden Zytostatika wiirde somit der
gleiche Zelltod initiiert werden und scheint fiir diesen IAP-Antagonisten keine malgebliche
Wirkungsverstirkung zu haben. PROBST UND KOLLEGEN beispielsweise konnten in
Pankreaskarzinomzellen allerdings eine verstirkte Wirkung durch die Kombinationsbehandlung
eines Apoptose-induzierenden Smac mimetics mit Etoposid oder Gemcitabin beobachten. Jedoch ist
der Unterschied zwischen der hier verwendeten Substanz LBPS03 und JP1400, dem von PROBST ET
AL. eingesetzten Smac mimetic, dessen Wirkung auf die Degradation von cIAP2 und XIAP nach der
Behandlung. JP1400 zeigte eine konzentrationsabhéngige Abnahme der beiden IAP-Expressions-
level (PROBST ET AL., 2010); dagegen konnte in den Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 und
PaTu8902 nach der Behandlung mit LBPS03 keine Degradation des zelluliren IAP2 und dem
X-linked 1AP detektiert werden. Dies kdnnte wiederum entweder dafiir sprechen, dass diese beiden

Inhibitor of apoptosis proteins nicht die Interaktionspartner von LBPS03 sind oder wahrscheinlicher,
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die hier verwendeten Konzentrationen nicht ausreichend hoch waren. Ob die Kombinations-
behandlung der [AP-Antagonisten mit den Zytostatika Etoposid und Gemcitabin aber zu einer
erhohten Induktion der Apoptose fiihrt, kdnnten Untersuchungen mittels Propiumiodid-Féarbung und

Western Blot Analysen zum Nachweis von Spaltprodukten der Caspasen weiteren Aufschluss geben.

4.5.2 Starker anti-proliferativer Effekt durch die Kombinations-
behandlung mit Survivin-Inhibitor YM155

Das gute Ansprechen der Pankreaskarzinomzelllinien beziiglich des antiproliferativen Effektes der
neuen IAP-Antagonisten in der Einzelbehandlung sowie die bekannte Uberexpression von Survivin,
einem weiteren Inhibitor of apoptosis protein im Pankreaskarzinom (LTU AND WANG, 2011), stellen
einen interessanten Ansatz flir die Kombinationsbehandlung von LBPS03 und LBPS05 mit dem

Survivin-Inhibitor YM155 dar.

Im Vergleich ist die Wirkung des Survivin-Inhibitors in einer Konzentration von 5 nm auf das
Zelliiberleben der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 stérker als in der Pankreaskarzinomzelllinie
PaTu8902. Moglicherweise wird in den PaTu8902-Zellen das anti-apoptotische Survivin vermehrt
exprimiert, wie auch das X-linked 1AP und wiirde somit die Notwendigkeit von hoheren
Konzentrationen des Survivin-Inhibitors YM155 erkléren. Auch in der Arbeit von ASANUMA ET AL.
konnte gezeigt werden, dass in flinf verschiedenen Pankreaskarzinomzelllinien fiinf unterschiedliche
Expressionslevel der Survivin-mRNA detektiert wurden.

Sowohl die Inkubation mit LPBS03 als auch mit LBPS05, jeweils in Kombination mit dem Survivin-
Inhibitor YM155, zeigte eine deutlich erhohte Zellreduktion, verglichen mit den jeweiligen
Einzelbehandlungen. In der Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902 weisen die Ergebnisse der

kombinatorischen Therapie sogar auf einen additiven Einfluss hin.

Mit dem Survivin-Inhibitor YM155 wurde ein IAP-Antagonist verwendet, der eine apoptotische
Wirksamkeit auf Tumorzellen zeigt (KOJIMA ET AL., 2017; TAO ET AL., 2012; ZHANG ET AL., 2015).
Die Ergebnisse dieser Arbeit deuten darauf hin, dass zumindest in der Pankreaskarzinomzelllinie
HUP-T3 auch ein apoptotisch-induzierter Zelltod durch LBPSO03 initiiert wird, wohingegen dies in
Nierenkarzinomzellen und T-Zell-Leukdmiezellen bereits bestitigt werden konnte (CAROSATI ET
AL., 2015, STEVENS, 2017). Die Kombination zweier apoptotisch-wirksamen IAP-Antagonisten
fiihrte in beiden Pankreaskarzinomzelllinie mit ca. 35 % nochmals zu einer deutlichen Reduktion der
Zellzahl, im Vergleich zur Einzelbehandlung mit LBPS03 und zeigte sich damit als sehr
wirkungsvoll. Einen ebenso starken Einfluss auf die Proliferation von HUP-T3 und PaTu8902 hat
die kombinatorische Behandlung mit LBPS05 und YM155. Da in den Arbeiten von N. VAN DEN
HOFEL und J. STEVENS Hinweise auf einen anderen Zelltodmechanismus als Apoptose gefunden

wurden (CAROSATI ET AL., 2015, STEVENS, 2017), wiirden unter dieser Kombinationsbehandlung
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somit zwei verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden. Ob mit der Zweifachtherapie ein oder
zwei Signalkaskaden aktiviert werden, scheint einen geringen Unterschied zu machen. Jedoch kann
in der Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902, in der die IAPs XIAP und Survivin scheinbar erhoht
sind (LOPES ET AL., 2007), vor allem unter der Kombinationsbehandlung LBPS05 mit YM155 ein
nahezu additiver Effekt verzeichnet werden. In der kombinatorischen Therapie eines Smac mimetic
mit einem Zytostatikum wurde in den Zellen, mit erhéhter Expression der Inhibitor of apoptosis
proteins, ein stirkerer Einfluss auf den Lebendzellanteil beobachtet (ESCHENBURG ET AL., 2012).
Dieser Effekt konnte auch unter der Behandlung mit zwei IAP-Antagonisten auftreten und wiirde

den stiarkeren Einfluss auf die Pankreaskarzinomzelllinie PaTu8902 erklaren.

4.6 Verringertes Zelluberleben durch die Todesrezeptor-

liganden

Die IAP-Antagonisten LBPS03 und LBPSO0S5 sind so entwickelt worden, dass sie die Fahigkeit
besitzen, pan-selektiv an die BIR-Domine der Inhibitor of apoptosis proteins zu binden. Somit
konnte die Kombination von LBPS03 sowie LBPS05 mit einem Todesrezeptorliganden der
TNF-Familie zur ungehinderten Induktion der Apoptose beziehungsweise zum verstarkten Zelltod
in den behandelten Pankreaskarzinomzellen fithren. So konnte fiir andere Smac mimetics bereits
gezeigt werden, dass sie in der alleinigen Behandlung nur eine geringe Wirkung aufweisen und erst
die Kombination mit einem Todesrezeptorliganden zu einem stérkeren Effekt fiihrt (FINLAY ET AL.,
2014; KREPLER ET AL., 2013). Dies fithrte zundchst zu Untersuchungen zum Einfluss der
Einzelbehandlung mit unterschiedlichen Todesrezeptorliganden auf das Zelliiberleben der Pankreas-
karzinomzellen HUP-T3 und PaTu8902. Hier zeigte sich insbesondere nach der Inkubation mit dem
TNF-related apoptosis-inducing ligands (TRAIL) ein starker Einfluss auf das Zelliiberleben beider
Pankreaskarzinomzelllinien, wobei bei den Zellen der Linie HUP-T3 die Wirkung noch deutlich
stiarker war. So wurde fiir die folgenden Kombinationsversuche eine Konzentration von 0,5 ng/ml
fiir die HUP-T3-Zellen verwendet, wohingegen eine hundertfach hohere Konzentration bei den
Zellen der Linie PaTu8902 eingesetzt wurde. In den Nierenkarzinomzellen ClearCa-2 stellte das
XIAP einen Hauptgrund fiir deren beschriebene TRAIL-Resistenz dar (STEVENS ET AL., 2014). Zu
Beginn dieser Arbeit wurden im Vergleich zu den ClearCa-2-Zellen in den Pankreaskarzinomzellen
PaTu8902 hohere Expressions-level von XIAP detektiert, was moglicherweise deren geringeres
Ansprechen auf TRAIL erkldren kénnte. HINZ ET AL sowie TRAUZOLD ET AL. haben zusétzlich noch
herausgefunden, dass die beiden Rezeptoren fiir TRAIL, TRAIL-R1 und TRAIL-R2, unterschiedlich
stark in verschiedenen Pankreaskarzinomzelllinien exprimiert werden, was eine Ursache fiir die
Konzentrationsunterschiede der beiden verwendeten Zelllinien sein konnte.

Ferner konnte nach der Behandlung mit den Todesrezeptorliganden TNFo und Fas-Ligand eine

starker ausgepragte Wirkung auf die Zelllinie HUP-T3 beobachtet werden. Mdglicherweise auch hier
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durch die unterschiedliche Rezeptor-Expression in den Pankreaskarzinomzellen begriindet
(TRAUZOLD ET AL., 2003). Sowohl eine Erh6hung der Konzentration von Fas-Ligand als auch eine
langere Behandlungsdauer mit TNFa fiihrten lediglich zu einer Reduktion der Zellzahl um maximal
25 % in den Pankreaskarzinomzellen PaTu8902. Somit wurden die Untersuchungen zur Wirkung
der Kombinationsbehandlung mit TNFo und Fas-Ligand nur mit den Zellen der Linie HUP-T3
durchgefiihrt.

4.6.1 Klinische Bedeutung der Kombinationsbehandlung von
LBPS03 und LBPS05 mit Fas-Ligand sowie TNFa

Die kombinatorische Behandlung der Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 zeigte sowohl bei der
Inkubation von LBPS03 als auch von LBPS05, jeweils mit dem Todesrezeptorliganden Fas-Ligand,
eine signifikante Reduktion der Zellzahl, im Vergleich zur Einzelbehandlung mit dem
IAP-Antagonisten. So fiihrte die Kombinationsbehandlung der Pankreaskarzinomzellen jeweils zu
einer weiteren Abnahme um ungefiahr 23 %. Dies konnte in der Hemmung der [APs durch die
IAP-Antagonisten begriindet sein, wodurch eine stirkere Induktion der Apoptose durch den
Todesrezeptorliganden Fas-Ligand resultieren kann. /n vitro stellen die Ergebnisse der
kombinatorischen Behandlung der neu entwickelten [AP-Antagonisten mit dem Todesrezeptor-
liganden Fas-Ligand einen vielversprechenden Ansatz dar. Allerdings konnte unter der systemischen
Therapie mit rekombinantem Fas-Ligand eine schwere Hepatotoxizitdt sowie eine unspezifische
Fas-Aktivierung beobachtet werden (VILLA-MORALES AND FERNANDEZ-PIQUERAS, 2012).
Dagegen zeigte die lokale Applikation von Fas-Ligand einen erfolgsversprechenden Ansatz
(RENSING-EHL ET AL., 1995), so dass hier die lokale kombinatorische Behandlung der
[IAP-Antagonisten mit dem Todesrezeptorliganden Fas-Ligand bei guter Zugénglichkeit und
niedrigem Stadium des Pankreaskarzinoms denkbar wire.

Auch unter der Kombinationsbehandlung von LBPS03 sowie LBPS05 mit jeweils 10 ng/ml Tumor
necrosis factor-o. iber 48 Stunden wurde in den Pankreaskarzinomzellen HUP-T3 eine weitere
Reduktion der Zellzahl beobachtet. Allerdings stellt auch hier die hohe Toxizitdt von TNFa in der
systemischen Behandlung den limitierenden Faktor dieser Kombinationsbehandlung dar (JOSEPHS

ET AL., 2018).

So waren die Ergebnisse der Kombinationsbehandlungen mit den IAP-Antagonisten und Fas-Ligand
sowie TNFa in vitro als Ansatz fiir neue Therapiemdglichkeiten des Pankreaskarzinoms zwar
vielversprechend, jedoch ist die Toxizitit der beiden Todesrezeptorliganden unter der systemischen
Therapie relativ hoch. Bei Pankreaskarzinomen mit geringem Stadium sowie guter Zugéinglichkeit,
konnten mdoglicherweise Untersuchungen zur lokalen Wirkung der Kombinationsbehandlungen

sinnvoll sein.
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4.6.2 Signifikante Reduktion der Zellzahl unter der Kombinations-
behandlung mit TRAIL

Der Todesrezeptorligand Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) ist, wie
TNFa oder Fas-Ligand, ein Mitglied der TNF-Familie, die durch Interaktion mit ihrem spezifischen
Rezeptor in der Lage sind, in Zellen die Apoptose zu induzieren. Im Gegensatz zu den beiden
Todesrezeptorliganden Fas-Ligand und TNFa, die eine ausgepriagte Toxizitdt auf Normalgewebe
aufweisen, zeigt TRAIL keine toxische Wirkung auf normale Zellen (ASHKENAZIET AL., 1999). Das
macht diesen Todesrezeptorliganden zu einem interessanten Kombinationspartner mit den neu
entwickelten IAP-Antagonisten, da auch hier nur ein geringer Einfluss auf PBMCs und normale
Nierenepithelzellen verzeichnet wird (CAROSATI ET AL., 2015; STEVENS ET AL., 2014). Bereits in
den Einzelbehandlungen mit TRAIL wurde in der Pankreaskarzinomzelllinie HUP-T3 eine deutliche
Reduktion der Zellzahl beobachtet.

Das erhohte Expressionslevel des X-/inked IAP in der Zelllinie PaTu8902 konnte eine Erklarung fiir
die hoheren Konzentrationen von TRAIL sein, die hier notwendig sind, um eine signifikante
Reduktion der Zellzahl zu bewirken. Vermutlich ist das erhohte XIAP-Level in Nieren-
karzinomzellen dafiir verantwortlich, dass die ClearCa-2-Zellen resistent gegeniiber dem Todes-
rezeptorliganden TRAIL sind (STEVENS ET AL., 2014). Jedoch bewirkt eine langere Inkubationsdauer

eine weitere Abnahme des Zelliiberlebens in den Pankreaskarzinomzellen.

Auch die Kombinationsbehandlungen der Zelllinien HUP-T3 und PaTu8902 mit LBPS03 sowie
LBPS05 zuziiglich TRAIL zeigten eine verstirkte Wirkung auf das Zelliiberleben der
Pankreaskarzinomzellen, im Vergleich zu den ClearCa-2-Zellen (STEVENS, 2017). Unter der
kombinatorischen Therapie des IAP-Antagonisten LBPS03 mit dem Todesrezeptorliganden TRAIL
wurde zusétzlich auch noch eine zeitabhingige Wirkung auf das Zelliiberleben beider
Pankreaskarzinomzellen beobachtet. Ahnliche Effekte durch die Kombinationsbehandlung eines
small molecules mit TRAIL wurden 2009 auch von FAKLER UND KOLLEGEN in Jurkat-Zellen
nachgewiesen. Mit einer Proliferationsrate von 30,5 + 6,4 % bzw. 34,0 + 14,8 % nach 72 Stunden
Inkubation hatte die Dauer der Behandlung bei der kombinatorischen Behandlung von LPBS05 mit
TRAIL so gut wie keine Wirkung auf die HUP-T3-Zellzahl. Moglicherweise wire bei einer
Inkubationszeit von 96 Stunden hier noch eine weitere Reduktion der Zellzahl unter der
Kombinationsbehandlung zu beobachten.

Interessanterweise gaben die Ergebnisse der Proliferationsanalysen von den Zellen der Linie
PaTu8902 unter der Kombinationsbehandlung der IAP-Antagonisten mit dem Todesrezeptor-
liganden sogar Hinweise auf einen additiven oder moglicherweise synergistischen Effekt nach
48-stiindiger Behandlung. TRAUZOLD ET AL. haben in ihren Untersuchungen beobachtet, dass die
Zelllinie, die am geringsten auf TRAIL ansprach, die TRAIL-Rezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2
jedoch stirker exprimierte, als eine TRAIL-sensitivere Zelllinie. Die unterschiedliche

Rezeptor-Expression konnte die verstidrkte Wirkung der kombinatorischen Behandlung auf die
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Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 erkliren. Unter der kombinatorischen Behandlung der
PaTu8902-Zellen mit LBPS03 und TRAIL reduzierte sich deren Zellzahl um 58,2 + 4,3 % und
entsprach damit ungeféhr der Summe der jeweiligen Einzelbehandlungen (55,8 %). Dies wiirde fiir
eine additive Wirkung der Kombinationsbehandlung mit LBPS03 und TRAIL nach einer
zweitdgigen Inkubationsdauer sprechen. Wurden die Pankreaskarzinomzellen PaTu8902 iiber
48 Stunden mit LBPS05 und dem Todesliganden behandelt, ergab sich eine Summe der
Einzelbehandlungen von 41,8 %. Die kombinatorische Behandlung fiihrte zu einer Abnahme des
Zelliiberlebens um 59,0 % und war damit noch deutlich stérker ausgeprigt. Hier scheint sich die
Wirkung von LBPS05, kombiniert mit dem Todesrezeptorliganden, zu potenzieren und damit
hinweisend fiir einen synergistischen Effekt zu sein. Nach einer Inkubation der Pankreas-
karzinomzellen PaTu8902 fiir weitere 24 Stunden mit den beiden Kombinationsbehandlungen
(LBPS03 und LBPSO05 mit jeweils TRAIL), verringert sich die Zellzahl nochmals um ungeféhr je
18,0 %. Allerdings konnten hier die Hinweise auf einen additiven bezichungsweise synergistischen

Effekt, wie unter der zweitégigen Behandlungsdauer, nicht beobachtet werden.

So scheinen die Beobachtungen, die FINLAY UND KOLLEGEN im Jahr 2014 beziiglich der Sensibi-
lisierung von Tumorzellen fiir den TRAIL-induzierten Zelltod gemacht haben, teilweise auch auf die
hier verwendeten Zelllinien zuzutreffen. In beiden Pankreaskarzinomzelllinien HUP-T3 und
PaTu8902 wurde eine verstérkte antiproliferative Wirkung durch die Kombination des IAP-Anta-
gonisten mit dem Todesrezeptorliganden TRAIL beobachtet, die mittels Verldngerung der
Behandlungsdauer teils noch erhoht werden konnte. In den Pankreaskarzinomzellen PaTu8902
zeigte die Kombinationsbehandlung sogar Hinweise zum einen auf einen additiven Effekt durch die
Doppelinkubation von LBPS03 mit TRAIL, zum anderen auf eine synergistische Wirkung nach der
Behandlung der PaTu8902-Zellen mit LBPSO05 und TRAIL. Der stirkere Einfluss der
Zweifachtherapie der IAP-Antagonisten mit TRAIL auf die PaTu8902-Zellen konnte fiir eine
vermehrte Expression der spezifischen Rezeptoren auf deren Zelloberfliche sprechen, das bereits in
anderen Pankreaskarzinomzellen beobachtet wurde (TRAUZOLD ET AL., 2003). In den Arbeiten von
N. VAN DEN HOFEL und J. STEVENS ergaben sich Hinweise, dass durch die Behandlung mit LBPS05
eine andere Form des Zelltodes induziert wurde (STEVENS, 2017). In der Kombination mit dem
Todesrezeptorliganden TRAIL wiirden somit zwei verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden
und konnte damit eine Erklarung fiir den stirkeren Einfluss von LBPS05 mit TRAIL auf das

Zelltiberleben beider Pankreaskarzinomzellen sein.

Vergleicht man die unterschiedlichen Kombinationsbehandlungen dieser Arbeit, die [AP-Anta-
gonisten zusammen mit einem Zytostatikum oder dem Survivin-Inhibitor YMI15 oder einem
Liganden der TNF-Familie, so scheinen zwei Kombinationspartner vielversprechend zu sein. Auf
der einen Seite zeigte die kombinatorische Behandlung mit dem Survivin-Inhibitor in beiden
Pankreaskarzinomzelllinien eine deutliche Wirkungsverstarkung und fiihrte in den Zellen der Linie

PaTu&8902 nach der Inkubation von LBPS05 kombiniert mit YM155 nahezu zu einem additiven
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Effekt. Auf der anderen Seite gab es Hinweise, dass die Zellen HUP-T3 und PaTu8902 durch die
hier verwendeten [AP-Antagonisten fiir den Todesrezeptorliganden TRAIL sensibilisiert wurden und
auf diesem Wege die Apoptose in den Pankreaskarzinomzellen verstirkt induziert werden kann.
Nach einer zweitdgigen Behandlungszeit waren in den PaTu8902 durch die Inkubation von LBPS03
mit TRAIL moglicherweise ein additiver Effekt und durch die kombinatorische Behandlung von
LBPS05 mit dem Todesrezeptorliganden sogar eine synergistische Wirkung zu beobachten. Hier
konnten Untersuchungen mittels Berechnung der Interaktionsindices genaueren Aufschluss iiber die
Wirkung der Kombinationsbehandlungen geben (TALLARIDA, 2002). Zusétzlich macht die geringe
toxische Wirkung auf normales Gewebe, TRAIL zu einem vielversprechenden Kombinationspartner
fir die IAP-Antagonisten und bietet aufgrund der guten kombinatorischen Wirkung Anlass fiir
weitere  Untersuchungen zur Entwicklung neuer Behandlungsmdglichkeiten gegen das

Pankreaskarzinom.
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