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Zusammenfassung

Zusammenfassung (deutsch)

In soliden Tumoren und Leukdmien flhrt das Auftreten von Resistenzen gegeniiber etablier-
ten Therapieverfahren zu einer schlechteren Uberlebensprognose. Die Uberexpression von
antiapoptotischen Proteinen (IAPs) in Tumorzellen bedingt eine Fehlregulation der Apoptose
und fordert unkontrollierte Zellproliferation und Metastasierung. Das mitochondriale Smac-
Protein, wird bei Apoptosestimuli in das Zytoplasma freigesetzt und bewirkt eine Antagonisie-
rung dieser IAPs. Daher bieten neuartige Smac-Mimetika und ihre abgeleiteten Strukturen
therapeutische Moglichkeiten, IAP-vermittelt Resistenzen zu Gberkommen und Apoptose ge-
zielt und effektiv in Tumorzellen einzuleiten. In dieser Arbeit wurden die Effekte der bislang
nicht charakterisierten Smac-Mimetika LBPSO1, 02, 03, 05 und 06 auf die Proliferation der
Jurkat-Zellen untersucht. Zu diesem Zweck sollten Methoden etabliert werden, die den Ein-
fluss der Mimetika auf die Proliferation der Jurkat-Zellen darstellen. Des Weiteren sollten
erste Hinweise des zugrunde liegenden Zelltodmechanismus beleuchtet und Kombinations-
therapien in Betracht gezogen werden. Die Smac-Mimetika LBPS01, -03 und -05 konnten in
Jurkat-Zellen eine signifikante Reduktion der Zellzahl induzieren. Es wurde untersucht, wann
die grofSte proapoptotische Wirksamkeit der Mimetika nachgewiesen werden kann, um die
Behandlungsdauer gezielt festzulegen. Alle drei im Proliferationsassay als sehr effektiv einge-
stuften Smac-Mimetika zeigten vergleichbar starke zellzahlreduzierende Effekte auch in ande-
ren Tumorzelllinien. Die Substanz LBPS03 aktiviert Apoptose relevante Signalwege, indem
clAP1 und XIAP degradiert und Capsasen-9 und -3 aktiviert werden. Auch LBPSO1 fiihrt zu einer
signifikanten Zunahme des hypodiploiden DNA-Gehaltes und Aktivierung der Caspase-9 und -
3. Fur die Mimetika LBPS 02 und -06 konnten in Einzelbehandlungen keine signifikanten Ef-
fekte auf die Reduktion der Zellzahl erzielt werden. Um die Wirkung maoglicher synergistischer
Effekte von schwach wirksamen Mimetika in fortfihrenden Arbeiten weiter untersuchen zu
konnen, wurde eine Kombinationsbehandlung mit AT-406 und TRAIL etabliert. Die Smac-Mi-
metika LBPSO1 und -03 kdnnen zellibergreifend per se Apoptose einleiten ohne dabei toxi-
sche Effekte in normalen Zellen aufzuweisen. LBPSO5 zeigt eine etwas schwachere Wirkung
und kdnnte eine potentielle Substanz fiir eine Kombinationsbehandlung darstellen. In Zusam-
menschau dieser Ergebnisse, konnten diese neuartigen Smac-Mimetika einen wesentlichen
Bestandteil einer personalisierten zielgerichteten Therapie darstellen.



Zusammenfassung (englisch)

Inhibition of apoptosis proteins are overexpressed in many human cancer cells such as T-cell
leukemia and have been related to therapy resistance and poor prognosis. A promising ap-
proach in cancer therapy is targeting inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) with second mito-
chondria-derived activator of caspase (smac) or smac mimetics, which sensitize different cell
lines for apoptosis. Consequently, smac mimetics and their related structures provide new
therapeutical options to overcome IAP-mediated drug resistence in cancer cells and to induce
cell death.

The aim of this work was to establish methods that allow to investigate the effects of five
substances, LBPS01, -02, -03, -05 and -06 on cell proliferation of Jurkat-cells and to point out
mechanisms behind cell death. The smac mimetics LBPS01, -03 and -05 signfically inhibited
cell proliferation in Jurkat-cells. Similar cell reducing effects could be seen in other cancer cell
lines such as renal carcinoma cells. Further, the time and concentration of inducing cell death
with smac mimetics was investigated to determine the length and concentration of treatment.
It can be assumed that LBPSO01 and LBPSO3 induce cell reduction via apoptosis. This fact is
supported by the results of further assays that showed an increase in subG1 levels, activation
of caspase-3 as well as caspase-9. In addition LBPSO3 induces degradation of XIAP and clAP1.
The cell death aktivator LBPSO5 shows an overall weaker effect on inducing apoptosis and
activation of caspases. Further possible synergistic effects of the smac mimetics with a
cytostatic agent were examined and established using AT-406 and TRAIL.

During the thesis project at hand, assays were succesfully established that demonstrate in a
time dependent course the effects and possible mechanisms of the smac mimetics on cellular
level. Further three of the tested mimetics were found to have micromolar potencies in pro-
liferation assays with the Jurkat acute lymphatic leukemic cell line. The three hits were found
to exhibit higher potency than clinically tested cell-death inducers and show almost no
influence on normal cells, which makes these substances a potent therapeutic intervention in
future cancer treatment. Altogether these novel smac mimetics represent new interesting
candidates as part of a personalized targeted therapy for future clinical trials by successfully

interrupting the tumor program and by precisely inducing cell death.
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1 Einleitung

1.1 Leukdamie

Das Wort Leukamie stammt aus dem altgriechischen und bedeutet ,weiRes Blut“. Dieser Be-
griff bezieht sich auf die verbreitete Leukozytenmanchette (buffy coat) auf der Eythrozy-
tensdule nach Zentrifugation des Blutes bei Leukdamiepatienten mit sehr hohen Leukozyten-
zahlen (Herold, 2011). Heute versteht man unter dem Begriff Leukdmie, Krebserkrankungen
des blutbildenden Systems. Leukamie, auch Blutkrebs genannt, geht von den Knochenmarks-
zellen aus und ist in der Regel durch eine stark erhohte Zahl weilRer Blutkdrperchen im Blut
gekennzeichnet. Die unkontrollierte Proliferation und Expansion der entarteten Zellen fiihrt
zur generalisierten Ausbreitung und Verdrangung der regularen Blutbildung im Knochenmark
und eventuell zu einer Infiltration extramedularer Organe und Ausschwemmung leukamischer
Zellen ins Blut (Herold, 2011). Die Folgen der Leukdamie sind weitreichend. Durch die Verdran-
gung der normalen Blutbildung sind praktisch alle Blutzellen betroffen. So kann es zur Anamie,
Granulo-, Thrombo- und Lymphozytopenie kommen. Die Folgen sind Schwache und Mudig-
keit, hohe Infektanfalligkeit und Blutungsneigungen. Die Todesursache ist nicht der Blutkrebs
selbst sondern der Zusammenfall der kérpereigenen Abwehr. Durch den drastischen Abfall
der Leukozytenzahlen, kdnnen sich bakterielle und virale Infektionen sowie Mykosen ausbrei-
ten, die bei einem gesunden Menschen ungefahrlich waren und bis hin zur Sepsis fihren. Auch
Blutungen zum Beispiel im Gehirn kdnnen zum Tod fithren, wenn die Thrombozytenzahlen
nicht mehr ausreichen.

Aus einer der pluripotenten Knochenmarksstammzellen entstehen unter physiologischen Be-
dingungen entweder myeloische oder lymphatische Zellen. Die myeloischen Zellen produzie-
ren Granulozyten, Erythrozyten, Thrombozyten, Makrophagen und Mastzellen, wobei die lym-
phatischen Zellen zu B-, T-, NK- und Plasma-Zellen ausreifen. Zellen, die eine Leukdamie verur-
sachen, stammen von einer der beiden Stammzelllinien ab. Der Blutkrebs ist eine komplexe
und vielschichtige Erkrankung, die viele unterschiedliche Facetten besitzt und mehrere Organ-
systeme involviert. Daher ist es nicht einfach, eine passende Einteilung zu finden, die Faktoren
wie zum Beispiel klinischen Spontanverlauf, Reifegrad, die entartete Zellreihe und die Leuko-

zytenzahl im Blut bericksichtigt.



2001 publizierte die World Health Organization (WHO) einen weltweiten Konsensus Uber die
Klassifikation hamatologischer Neoplasien. Dieser wurde zuletzt 2016 aktualisiert und wird
nicht nur von Klinikern, sondern auch von Pathologen und Wissenschaftlern verwendet. Diese
Klassifikation beriicksichtigt morphologische, immunphenotypische, genetische und moleku-
lare Anomalien sowie klinische Merkmale. Zusatzlich wird die Zelllinie und der Reifegrad der
Zelle beriicksichtigt. In dem Update von 2016 fanden Krankheitsentitaten, die aufgrund neuer
Erkenntnisse in der Klassifikation modifiziert, entfernt oder hinzugefiigt werden mussten, Be-
ricksichtigung. Insbesondere wurden neue genetische Marker in die Klassifikation aufgenom-
men, welche von diagnostischer und/oder prognostischer Relevanz sind (Swerdlo et al., 2016;
Arber et al., 2016).

Die Atiologie der Leukdmie ist nicht eindeutig geklart. Erwerben Zellen die Fahigkeit zur un-
kontrollierten Proliferation, kdnnen Leukdamien bzw. Tumore entstehen. Dies kann durch Ver-
anderungen des Erbguts hervorgerufen werden. Verschiedene Faktoren die das Erkrankungs-
risiko erhéhen, konnen Chemikalien (z.B. Benzol), Zytostatika und ionisierende Strahlung sein.
Genetische Faktoren, wie beispielsweise eine Chromosomenaberration, stellen ein erhdhtes

Risiko dar, an einer Leukdamie zu erkranken (Sitzmann, 2006).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Leukopoese, Erythropoese und Thrombopoese

Fir diese Arbeit wurde eine leukdmische Suspensionszelllinie, die aus dem Blut eines an akuter T-Zell Leukdmie
erkrankten Jungen gewonnen wurde (Schneider et al., 1977), verwendet. Das rot markierte Feld, zeigt die nor-

male Entwicklung der T-Lymphozyten.



1.1.1 Therapieformen und ihre Limitation

Bei Kindern und Jugendlichen (1- bis unter 15-jdhrigen) stellen Krebserkrankungen die hau-
figste natiirliche Todesursache dar (Deutsches Arzteblatt, 2012). Uber 30 % aller malignen
Erkrankungen im Kindesalter sind Leukdmien. Davon sind 80% akute lymphoblastische Leuka-
mien (ALL) (Sitzmann, 2006). Unbehandelt fiihrt eine akute Leukdmie zum Tod. Neben den
konventionellen Behandlungsmoglichkeiten, wie Chemo-, Strahlentherapie und Knochen-
marktransplantationen, sind neue Ansatzmoglichkeiten zur Behandlung von malignen Erkran-
kungen in der Entwicklung. Vor allem Tumorerkrankungen, die gar nicht oder nur schlecht auf
bisherige Therapieversuche reagieren und eine insgesamt schlechte Prognose haben, kdnnten

mit diesen neuen Ansatzpunkten besser behandelbar werden.

1.2 Bedeutung der Apoptose fiir die Tumorentstehung

Waéhrend der Entwicklung eines mehrzelligen Organismus spielt nicht nur die kontrollierte
Proliferation, sondern auch die Beseitigung Uberflissiger oder sogar potentiell gefahrlicher
Zellen eine wichtige Rolle. Der Begriff Apoptose wurde erstmals von Kerr und Currie im Jahre
1972 verwendet. In ihren Beobachtungen stellten sie fest, dass apoptotische Zellen dhnliche
morphologische Merkmale teilen, die sich zu den Merkmalen in nekrotischen Zellen unter-
scheiden. Sie suggerierten, dass der programmierte Zelltod ein aktiver kontrollierter Prozess
ist, der zur Aufrechterhaltung der Homoéostase beitragt (Kerr et al., 1972). Die Apoptose ist ein
Mechanismus den prinzipiell jede Zelle ausfiihren kann. In defekten oder geschadigten Zellen,
die nicht mehr zu reparieren sind, wird die apoptotische Maschinerie aktiviert. Dies schitzt
den Organismus und verhindert das Anhdufen von mutierten oder infizierten Zellen (Thomp-
son, 1995). Heute weill man, dass die Apoptose auch in verschiedenen physiologischen Pro-
zessen essentiell ist. So wird durch den programmierten Zelltod bestimmter Zellen die Kérper-
gestalt wahrend der Embryonalentwicklung geformt. In Embryonen befindet sich interdigita-
les Gewebe, das apoptotischen Vorgangen unterliegt. Weitere Beispiele in der Differenzierung
des Organismus sind die Entwicklung des Nervensystems und der Immuntoleranz (Rassow/

Hauser/ Netzker/ Deutzmann, 2006).



Eine gestorte Apoptose kann zu verschiedenen pathologischen Veranderungen fiihren. Zum
Beispiel sind neurodegenerative Erkrankungen wie Alzheimer das Resultat von gehdufter
Apoptose. Autoimmunerkrankungen kénnen entstehen, wenn das Selbstmordprogramm bei
autoreaktiven Zellen ausbleibt. Auch die Entstehung von malignen Zellen geht mit einer ge-
storten Apoptose einher (Thompson, 1995). Die Kanzerogenese ist ein vielschichtiger Prozess
und wird von unterschiedlichen Faktoren beeinflusst. So reicht eine Mutation nicht aus, um
eine normale Zelle in eine Tumorzelle zu transformieren. Es benotigt eine Reihe von Mutatio-
nen unterschiedlicher Gene, die Giber mehrere Jahre akkumulieren. Daher spielen somatische
Mutationen, die vor allem Gene betreffen, die zustandig sind fir die Regulation von Zellwachs-
tum, Proliferation und DNA-Reparatur, eine entscheidende Rolle (Rassow/ Hauser/ Netzker/

Deutzmann, 2006).

1.2.1 Apoptose

Bis heute konnten verschiedene Formen des Zelltodes aufgeklart werden; die zwei bekann-
testen Zelltodsignalwege sind die Apoptose und Nekrose. Die Apoptose ist ein aktiv regulierter
physiologischer Prozess, der durch verschiedene morphologische und biochemische Verande-
rungen der Zelle charakterisiert ist. Die Zelle erhdlt durch duRere oder innere Ausldser
Apoptose-Signale, woraufhin die aktivierten Stoffwechselprozesse mittels Nukleasen und Pro-
teasen ausgefiihrt werden (Thompson, 1995). Mikroskopisch betrachtet schrumpft die Zelle,
verformt sich und verliert den Kontakt zum Zellverband. Die Zellmembran bildet Blaschen,
sogenanntes ,blebbing” und das Chromatin kondensiert (pyknosis). Im weiteren Verlauf wird
die DNA durch Endonukleasen in kleine Stlicke zerlegt und es kommt zur Ausbildung von
membranumschlossenen Korperchen ,,apoptotic bodies”, die Kern- und zytoplasmatisches
Material beinhalten. An der Zelloberflache werden Phosphatidylserine externalisiert, sodass
Makrophagen die apoptotischen Zellen erkennen und phagozytieren kénnen (Wyllie et al.,
1980, Homburg et al., 1995, Martin et al., 1995). An der Apoptose sind eine Vielzahl von un-
terschiedlichen pro- und antiapoptotischen Faktoren beteiligt. So spielen Caspasen, Proteine
der Bcl-2-Familie und inhibitor of apoptosis proteins (IAPs) eine entscheidende Rolle. Ob eine
Zelle den programmierten Zelltod ausfiihrt, hangt von der Balance dieser Faktoren ab

(Hengartner, 2000).



Im Gegensatz dazu tritt der nekrotische Zelltod bei Schadigung durch Noxen oder traumati-
schen Ereignissen auf. Durch die von aulRen verursachte irreversible Schadigung kommt es
zum Anschwellen der Zelle. Die Plasmamembran wird undicht oder platzt und der Zellinhalt
tritt in das umliegende Gewebe aus. Anders als bei der Apoptose, fiihrt die Nekrose zu einer
Entziindungsreaktion (Thompson, 1995; Wagener, 1999).

Degterev und Kollegen endeckten eine weitere Form des programmierten Zelltods. Die Ne-
kroptose lauft reguliert und Caspase-unabhangig ab und wird als programmierte Form der

Nekrose bezeichnet (Vanden et al., 2014).

Tabelle 1: Die morphologischen Verdnderungen wahrend der Apoptose und Nekrose (verédndert nach Blatt &

Glick, 2001)
Apoptose Nekrose
- Zelle schrumpft (Volumenverlust) - Zellen verlieren Kontrolle iber lonen-
- Vakuolisierung des Cytoplasmas flisse — Wassereinstrom, die Zelle
sowie Kondensation des Chroma- schwillt an
tins - Zunachst Mitochondrienstruktur zer-
- Zerfall des Zellkerns in basophile stort, Organellen geschadigt
Korper, die von der Zellmembran - Platzen von Zellmembranen
umgeben werden - Freisetzung des Zellinhalts und Ent-

ziindungsreaktion

1.2.2 Die “Hallmarks of Cancer”

Hanahan und Weinberg beschrieben, dass sechs , hallmarks” in Tumoren ein organisiertes,
logisches Konzept bilden, das helfen soll die Komplexitdt von Neoplasien zu verstehen (Ha-
nahan und Weinberg, 2000). Diese Merkmale setzen sich zusammen aus der Stimulation
proliferativer Signale und dem Ausweichen wachstumshemmender Faktoren sowie Apopto-
seresistenz, Immortalitdt, Angiogenese, Invasion und Metastasierung. In den letzten Jahren
wurden zwei weitere Merkmale, das Reprogrammieren des energetischen Metabolismus und
die Immun-Escape-Mechanismen diskutiert. Neuerdings fallt die Aufmerksamkeit in Bezug auf
die Entstehung und Forderung von Neoplasien auch auf die Mikroumgebung von Tumoren

(Hanahan und Weinberg, 2011).



Sustaining proliferative
signaling

Resisting
cell death

Inducing
angiogenesis

Enabling replicative
immeortality

Abbildung 2: ,, The Hallmarks of Cancer” von Hanahan und Weinberg (2011).

1.3  Caspasen — wichtige Proteasen der Apoptose

Im Verlauf des programmierten Zelltods nehmen die Caspasen eine wichtige Rolle ein. Caspa-
sen gehoren zu einer Gruppe von Cysteinproteasen, die fiir viele verschiedene morphologi-
sche Veranderungen in apoptotischen Zellen verantwortlich sind (Kerr et al., 1972;
Hengartner, 2000). Sie sind hochkonservierte Proteine, die nicht nur im Menschen, sondern
auch in Nematoden und Hydras vorhanden sind (Budihardjo et al., 1999).

Bisher sind 13 Mitglieder der Caspase-Familie in Sdugetieren beschrieben. Die bisher bekann-
ten Caspasen besitzen ein Cystein im aktiven Zentrum (cysteinyl-aspartate specific protease).
Diese Todesproteine sind in der Zelle als inaktive Enzyme (Zymogene) vorhanden und werden
sobald die Apoptose eingeleitet wird durch proteolytische Spaltung C-terminal hinter Aspar-
tatresten aktiviert (Thornberry et al., 1999).

Caspasen werden als inaktive Zymogene synthetisiert und besitzen 3 Domanen. Eine N-termi-
nale Prodomane sowie eine groRe (p20) und kleine Untereinheit (p10). Es konnte belegt wer-
den, dass alle untersuchten reifen Caspasen Heterotetramere sind, die zwei p20/p10 hete-
rodimere und 2 katalytische Zentren besitzen (Earnshaw et al., 1999). Verschiedene Mecha-

nismen kdnnen zu einer Aktivierung der Caspasen fiihren.
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Die meisten Caspasen werden durch eine Abspaltung der Prodomane und einer intramoleku-
laren Spaltung zwischen p20 und p10 prozessiert (Thornberry et al., 1999). Alle Spaltungen
werden an Aspartatresten durchgefiihrt (Hengartner, 2000). Caspasen -3, -6 and -7 kdnnen
durch zuvor aktivierte Caspasen prozessiert werden. Sie werden auch Downstream-Effektor-
Caspasen genannt und unterscheiden sich strukturell von den Initiator-Caspasen durch eine
kiirzere Prodomane (ca. 20-30 Aminosauren) (Earnshaw et al., 1999). Die Initiator-Caspasen
zu denen Caspase-2, -8, -9 und -10 zdhlen, besitzen eine langere Prodomane (ber die sie Re-
gulatorproteine, die an der Apoptose beteiligt sind, rekrutieren kénnen.

Im Falle der Caspase-8 kommt es durch Bindung von Liganden an Todesrezeptoren, wie CD95,
auf der zytosolischen Seite zur Bildung eines hochmolekularen Aktivierungskomplexes zur Ini-
tilerung der Caspasen-Kaskade. Hierdurch werden nicht nur Regulatorproteine rekrutiert, son-
dern auch Procaspase-8 Molekiile. Die hohe lokale Konzentration an Procaspase-8 fihrt zu
einer Autokatalyse und dadurch zur Initiierung der Apoptose (Hengartner, 2000).

Des Weiteren wird eine sehr komplexe Form der Aktivierung von Caspase-9 diskutiert. Hier
dient Apaf-1 als Schliisselmolekiil zum Prozessieren der Procaspase-9 (Hengartner, 2000).
Zusammenfassend kénnen Caspasen erstens durch zuvor aktivierte Caspasen prozessiert wer-
den, zweitens durch Autokatalyse oder drittens mittels spezifischer regulatorischer Proteine.
Einmal aktiviert fihren die Caspasen durch proteolytische Spaltung von zelluldren Proteinen
zu der in der Apoptose morphologisch sichtbaren Verdanderung, wie zum Beispiel dem Verlust
der Zellstruktur sowie zur Schrumpfung des Zellkerns durch Spaltung der zytosketalen Prote-

ine Fodrin und Gelsolin (Kothakota et al., 1997).

1.4  Signaltransduktionswege der Apoptose

Der programmierte Zelltod kann durch zwei Hauptmechanismen aktiviert werden. Der intrin-
sische- auch mitochondrien-abhangige Signalweg genannt, wird (iberwiegend durch Mitglie-
der der Bcl-Familie vermittelt. Es werden proapoptotische Molekiile wie Cytochrom ¢ und
Smac aus den Mitochondrien ausgeschittet. Als Folge bildet sich das Apoptosom, bestehend

aus dem aktiven Apaf-1, Cytochrom c und Caspase-9. Bei dem extrinsischen (Rezeptor-abhan-



gigen) Signalweg binden Liganden an sogenannte , Todesrezeptoren” und dies fihrt zur Akti-
vierung der Caspase-8. Beide Wege haben als gemeinsame Endstrecke die Effektor-Caspasen

(Danial et al., 2004).

1.4.1 Extrinsischer Signalweg der Apoptose

Der extrinsische Signalweg wird durch die Bindung von Liganden an die membranstandigen
Todesrezeptoren auf der Zelloberflache eingeleitet. Zu diesen Rezeptoren, der Tumor-Ne
krose-Faktor-Rezeptor (TNFR) Superfamilie zdhlen unter anderem Fas/Apo-1 (CD95), TNFR
(TNFR1 und TNFR2) und TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) Rezeptoren, die alle
Typ-I-Transmembranproteine sind und eine dhnliche extrazelluldare (Amino-terminale) Cys-
tein-reiche Domane (CRD) besitzen (Smith et al., 1994; Nagata, 1997). Die meisten korrespon-
dierenden Liganden gehoren der TNF-Familie an und werden als Typ-ll-Membran Proteine
synthetisiert. Das N-terminale Ende liegt auf der zytosolischen Seite und unterscheidet sich
innerhalb der TNF-Familie in der Lange und Sequenz signifikant voneinander. Im Gegensatz
dazu ist das 150 Aminosaure lange C-terminale Ende, welches extrazellular liegt, eine hoch-
konservierte (20-25%) Region innerhalb der TNF-Familie (Nagata, 1997). Der weitere rezep-

torvermittelte Signalweg soll anhand des TRAIL-Rezeptor Systems dargestellt werden.

1.4.1.1 TRAIL-Rezeptor System

Im Jahre 1995 wurde TRAIL zum ersten Mal identifiziert und kloniert (Wiley et al., 1995). TRAIL
oder auch Apo2L gehdrt zu der TNF-Familie und kann in unterschiedlichen Zellen Apoptose
induzieren. Es konnten verschiedene TRAIL Rezeptoren identifiziert werden, darunter |6sliche
Formen (sTRAIL), welche durch Proteasen entstehen und vier membranstandige Rezeptoren
(memTRAIL), wovon zwei aktiv am programmierten Zelltod beteiligt sind (Fox et al., 2010;
Neumann et al., 2012).

Die extrazellulare Ligandenbindung von TRAIL an seinen , Todesrezeptor” bedingt die Trimeri-
sierung von TRAIL-DR4 oder DR5 und stimuliert die Aktivierung der intrazellularen Todes-Do-
mane (DD). Die Initialisierung des apoptotischen Signals flihrt zu Rekrutierung von Adapter-
molekilen wie zum Beispiel FADD (fas associated death domain protein), welche wiederum
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Pro-Caspase-8 und/oder -10 binden (Neumann et al., 2012). Dieser Proteinkomplex wird auch
DISC (death-inducing signaling complex) genannt. Pro-Caspase-8 besitzt geringfligige proteo-
lytische Aktivitat. Durch Bindung an DISC und Oligomerisierung der Pro-Caspase-8 ist die lo-
kale Konzentration so hoch, dass es zu einer autokatalytischen Spaltung kommt. Dadurch
kommt es zur kaskadenartigen Aktivierung der Effektorcaspasen 3, 6 und 7. Diese zerstdren
dann lebenswichtige zelluldre Proteine, wie zum Beispiel die des Zytoskelettes, Proteinkina-
sen, Transkriptionsfaktoren oder auch Endonukleasen-Inhibitoren, was dann zur Fragmentie-
rung der DNA fuhrt (Rassow/ Hauser/ Netzker/ Deutzmann, 2006).

Die Verbindung zum intrinsischen Signalweg besteht liber eine weitere Moglichkeit Apoptose
einzuleiten, die nicht die Aktivierung der Effektor-Caspasen voraussetzt. Aktive Caspase-8
kann Bid (BH3-interacting domain death agonist), welches der proapoptotischen Bcl-2-Protein
Familie angehort, spalten. Das Spaltprodukt tBid wird zum Mitochondrium verlagert, wo es
mit anderen proapoptotischen Proteinen eine Permeabilisierung der duReren Mitochondrien-
membran bewirkt und damit den intrinsischen Signalweg einleitet (Ashkenazi, 2008; Fulda/

Vucic, 2012,).

1.4.2 Intrinsischer Signaltransduktionsweg

Verschiedene Faktoren konnen zu der Aktivierung des intrinsischen oder auch Mitochondrien-
abhangigen Apoptosewegs flihren. Intrazelluldre Signale, wie zum Beispiel Ischdamie, oxydati-
ver Stress oder die Inhibition von Wachstumssignalen, kdnnen unabhdngig von Membranre-
zeptoren die Apoptose ausl6sen (Jin Z et al., 2005; Ocker/ Hépfner, 2012). Durch den einge-
tretenen Zellschaden wird p53, ein Tumorsuppressorgen aktiviert, welches zur Transkription
von proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie wie PUMA und NOXA fiihrt (Ash-
kenazi, 2008). Diese Proteine sind alle BH3-only Proteine und flihren zur Aktivierung anderer
Mitglieder dieser Familie wie BAX und BAK. Diese dimerisieren und werden zur duBeren Mito-
chondrienmembran verlagert. Dort induzieren sie die Abgabe von pro- und antiapoptotischen
Faktoren, wie Cytochrom ¢, Ca%*, oder Smac/DIABLO (LiuX et al., 1996; Goldstein et al., 2000;
Zamzami et al., 2001; Green et al., 2004; Ocker/Hbépfner, 2012).



Cytochrom c lagert sich mit dem zytosolischen Protein Apaf-1 (apoptotic protease-aktivating
factorl) zusammen, die gemeinsam ProCaspase-9 aktivieren. Dieser Komplex wird als Apopto-
som bezeichnet (Zou et al., 1997; Adrain et al., 1999). AnschlieRend kann die aktive Caspase-
9 Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 prozessieren, welche die Apoptose induzieren (Ashkenazi,

2008).

Extrinsischer Signalweg

. . TRAIL-Ligand

TRAIL-Rezeptor

Intrinsischer Signalweg

Procaspase-8

l BidO p53 —» Bax —»
Caspase-8 ‘ = l

tBid Q Cytochrom ¢
O+
/

’\ \

poptosom
Procaspas e-3,-6, 7 ‘
Apaf-1
Procaspase-9
Inhibitor of Apoptosis v/

Caspase. 6,7 Proteins (IAPs)

Apoptotlsche Substrate

Abbildung 3: Apoptose-Signalwege auf zelluldrere Ebene (Schematisch)

Der extrinsische Signalweg wird Uber Todesrezeptoren (wie Tumornekrosefaktor, TRAIL oder CD95) vermittelt.
Nachdem ein TRAIL-Ligand an den entsprechenden Rezeptor bindet, fihrt dies zu dessen Trimerisierung und
Ausbildung eines death-inducing signaling complex (DISC). Mittels fas-associated death domain protein (FADD),
ein Adaptermolekiil, wird Procaspase-8 rekrutiert und aktiviert. Der intrinsische Signalweg kann durch externe
Einfllisse oder internen zelluldren Stress aktiviert werden. Dies fiihrt zur Freisetzung von Cytochrom ¢ und Smac.
Cytochrom c bildet mit Caspase-9 und Apaf-1 das Apoptosom. Beide Signalwege aktivieren die Effektorcaspase-
3, welche gemeinsam mit den anderen Effektorcaspasen die Spaltung proapoptotischer Substrate vermittelt.
Smac/Diablo wirkt proapoptotisch, indem es die IAPs inhibiert. Eine Verbindung beider Wege erfolgt tiber das
Bid- Protein, das von Caspase-8 gespalten wird und auf die Mitochondrien wirkt (verdndert nach Hengartner,

2000).
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1.5 Regulatoren der Apoptose

Die Apoptose stellt einen komplexen und vielschichtigen Prozess dar. Ein Hauptakteur in der
Induktion des Zelltodes, ist die Caspase-vermittelte Substratspaltung mit ,tédlichen” Konse-
guenzen fiir die Zellen. Daher ist es nicht erstaunlich, dass die Zellen Mechanismen und Funk-
tionen zur Feinregulation des Apoptoseprozesses besitzen, die im Folgenden naher erlautert

werden.

1.5.1 Die Rolle der IAPs (Inhibitor of Apoptosis Proteins)

Inhibitor of apoptosis proteins (IAP) wurden erstmals im Genom von Baculoviren entdeckt. Es
wurde festgestellt, dass IAPs an der Unterdriickung des Zelltodes von baculovirus-infizierten
Wirtszellen beteiligt sind (Crook et al., 1993; Birnbaum et al., 1994). Sie gehoren einer antia-
poptotischen Proteinfamilie an, die durch verschiedene Mechanismen das Uberleben der
Zelle sicherstellen. Unter anderem sind IAPs an der Regulation und Transkription von Nukle-
arfaktor k-B (NF-kB) und an der direkten Caspase-Bindung und -Inhibition beteiligt (Mannhold
et al, 2010). Bis heute konnten acht humane IAPs beschrieben werden. Neuronal apoptosis
inhibitor protein (NAIP/BIRC1) war das erste, nicht virale IAP, welches im Menschen entdeckt
wurde (Roy et al.,, 1995). Darauf folgten sieben weitere IAPs: cellular IAP1 und IAP2
(clAP1/BIRC2 und clAP2/BIRC3) (Rothe et al., 1995; Duckett et al., 1996; Liston et al., 1996;
Uren et al., 1996), X-chromosome-linked IAP (XIAP/BIRC4), survivin (BIRC5) (Ambrosini et al.,
1997), BIR-containing ubiquitin conjugating enzyme (BRUCE/BIRC6) (Hauser et al., 1998; Chen
etal., 1999), melanoma IAP (BIRC7) (Vucic et al., 2000; Kasof/ Gomes, 2001) und testis-specific
IAP (Ts-IAP) (Lagace et al., 2001; Richter et al., 2001).

Per Definition besitzen IAPs mindestens eine BIR-Domane (baculoviral IAP repeat domain)
(Salvesen, et al., 2002). Diese ist N-terminal lokalisiert und besteht aus einer hochkonservier-
ten 70-80 aminsosdurenlangen cystein- und histidinreichen zinkbindenden Region (Deveraux
et al., 1999; Mannhold et al., 2010). Neben der BIR-Domane, enthalten einige IAPs eine car-
boxy-terminale RING-(really interesting new gene) Domane, die es ihnen ermdglich als E3

ubiquitin-Ligase zu wirken, eine CARD- (caspase recruiting domain) und eine UBA-Domane
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(ubiquitin-assiciated domain), die fur die Protein-Protein Interaktion eine Rolle spielen (De-
veraux, et al., 1999; Joazeiro et al., 2000; Salvesen et al., 2002; Fulda/ Vucic, 2012). Die weite-

ren Funktionen von IAPs sollen anhand von XIAP erldutert werden.

1.5.1.1 XIAP- X-chromosomal Inhibitor of Apoptosis Protein

XIAP kann Apoptose unterdriicken, indem es direkt an Caspasen bindet und diese hemmt.
Damit gehort XIAP zu einer der vielversprechendsten Mitglieder der IAP-Familie als Zielmole-
kil in der Krebstherapie. Es besteht aus drei BIR-, einer RING- und CARD-Domane. XIAP kann
sowohl Initiator- als auch Effektor-Caspasen hemmen. Friihe Ergebnisse Gber den Mechanis-
mus zeigten, dass XIAP direkt Caspase-3 und -7 inhibiert (Deveraux et al., 1997, 1998). In vitro
Assays belegten diese Aussagen und zeigten das nicht nur XIAP sondern auch clAP1 und clAP2
durch die Inhibierung von Caspase-9, die weitere proteolytische Prozessierung der Effektor-
Caspasen-3, -6 und -7 hemmen kdnnen (Deveraux et al., 1998).

Zusammenfassend, hemmt XIAP mittels BIR2 und BIR3-Domanen die Aktivitdt von Caspase-
3, -7 und -9. XIAP-BIR2-Domane ist beteiligt an der Inhibierung von Effektor Caspasen. Im
Gegensatz dazu regulieren die XIAP-BIR3-Domane die Initiator-Caspasen (Ried! et al., 2004;
Scott et al., 2005). Mittels der RING-Domane, die E3-ligase, kann XIAP die Degradation
proapoptotischer Proteine fordern. Darliber hinaus ist die BIR1-Domane an der Aktivierung

des TAK1 Signalweges beteiligt, welches zur Induktion von NF-kB flihrt (Lu M. et al., 2007).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der 8 Vertreter der IAP-Familie im humanen Organismus

Strukturelle Motive der IAPs. Die Baculovirus-IAP Repeat (BIR)-Domane mit ca. 70-80 Aminosduren, ist eine cys-
tein- und histidinreiche Domane, die Zinkionen komplexieren. Die Anwesenheit von mindestens einer BIR-Do-
mane ist das wichtigste Merkmal der IAP-Familie. Die Anzahl der BIR-Domanen variiert zwischen ein bis drei.
Weitere Motive in IAPs sind: RING-Domane, eine Ubiquitin-assoziierte Domane (UBA) und das Caspase-Rekrutie-

rungs-(CARD) Motiv, welches eine Protein-Protein-Interaktion vermittelt (Verdndert nach Garcia et al., 2012).

1.5.2 Smac - ein Antagonist der IAPs

Nach Apoptose-Stimuli, wird unter anderem SMAC/DIABLO (second mitochondrial derived ac-
tivator of caspase/ direct IAP binding protein with low pl) aus den Mitochondrien in das Zyto-

sol entlassen. Der Name dieses Molekils verweist auf seine Funktion und somit ist SMAC ein
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potenter Inhibitor der IAPs. Darauffolgend ist die Hemmung der Caspasen aufgehoben und
die Zelle kann die begonnene Apoptose zu Ende flihren (Du et al., 2000).

Das Vorldaufermolekil von SMAC besteht aus 239 Aminosauren, wobei die ersten 55 Amino-
sauren fur den Import in das Mitochondrium benoétigt werden (Du et al., 2000; Verhagen et
al., 2000). Im Intermembranraum der Mitochondrien spaltet ein Peptidase-Komplex die ers-
ten 55 Aminoséauren ab, sodass eine reifes SMAC56 Molekiil entsteht (Burri et al., 2005).
Struktur-Analyse Studien konnten zeigen, das SMAC als Homodimer aktiv ist und somit zwei
IAP-Proteine binden kann. Dies wird (iber ein sogenanntes IAP-binding motif (IBM), eine am
N-terminalen Ende lokalisierte vier Aminosauren lange Sequenz realisiert. Das Tetrapeptid be-
steht aus den Aminosaduren Alal-Val2-Pro3-lle4 (AVPI), das die BIR-Domaéne von IAPs erkennt
und bindet (Chai et al., 2000; Liu et al., 2000; Wu et al., 2000). Im Beispiel von XIAP, ist nach
kompetitiver Bindung mit SMAC/DIABLO die XIAP-vermittelte Caspase-9 Inhibition aufgeho-
ben. Des Weiteren kann SMAC/DIABLO die Ubiquitin-Ligase der IAP-Proteine antagonisieren,
was eine Autoubiquitination und Degradation zur Folge hat (Creagh et al., 2004; Yang Q.H. et
al., 2004).

AVPI

ZI

p o
o

H,NOC

NH,

Abbildung 5: Chemische Struktur des AVPI-Motivs von Smac

Zwei hydrophobe (griin-gefarbte) Regionen und eine hydrophile (blau-gefarbte) Region konnten identifiziert

werden und sind wichtig fir eine glinstige Protein-Liganden-Wechselwirkung (Mannhold et al., 2010).

1.6 Einsatz von Smac- Mimetika als neuer Therapieansatz

In den letzten Jahren sind IAPs immer mehr in den Fokus der Tumorforschung gertickt. Grund
dafiir ist die Uberexpression dieser IAPs in verschiedenen Tumorzellen und die damit verbun-

dende Resistenz gegenliber Chemotherapie (Hui et al., 2010). Vor allem clAP1/2 und XIAP
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scheinen an diesen Prozessen eine wichtige Rolle zu spielen. Somit stellen diese Proteine ei-
nen vielversprechenden Angriffspunkt in der Tumortherapie dar (Sun H. et al., 2008; Flygare
etal., 2010; Straub, 2011).

Die Entdeckung der naturlich vorkommenden Antagonisten Smac/Diablo und die strukturellen
Untersuchungen von IAPs und Smac/Diablo definierten die genauen Regionen, welche an der
Bindung von BIR-Domanen der IAPs beteiligt sind. Die Tatsache, dass das IAP-bindende Motiv
(IBM) nur aus vier Aminosauren besteht und die Erkenntnisse liber topographische Verhalt-
nisse der Bindung zwischen Smac und der BIR-Domane von IAPs, flihrte zu wachsendem Inte-
resse in der Forschung und bietet eine potenzielle Behandlung mit sogenannten Smac-Mime-
tika (Liu et al., 2000; Wu et al., 2000). Es werden monovalente und bivalente Smac-Mimetika
unterschieden. Hierbei bestehen bivalente Mimetika aus zwei monovalenten Einheiten, die
Uber eine chemische Linkerstruktur verbunden sind (Ndubaku et al., 2009). Der Vorteil dieser
Strukturen gegeniiber monovalenten Mimetika besteht in ihrer hoheren Bindungsaffinitat zu
IAPs. Ein entscheidender Nachteil dieser bivalenten Strukturen besteht in dem hohen Mole-
kulargewicht, welches eine orale Applikation nicht moéglich macht. Somit missten diese Mi-
metika intravenoOs gegeben werden, was bei regelmaliger Einnahme umstandlich sein kann
(Sun H. et al., 2008; Fulda/ Vucic, 2012).

Die bisherigen Untersuchungen zeigten, dass Smac vor allem eine starke Affinitat fiir die XIAP
BIR3 Domane besitzt. Daher wurde fir die Herstellung von synthetischen |AP-Antagonisten in
vielen Fallen die Struktur von AVPI mit der XIAP-BIR3 Domane zu Grunde gelegt (Sun H. et al.,
2008; Flygare et al., 2010; Straub, 2011; Liu et al., 2000; Wu et al., 2000). Weiter konnte beo-
bachtet werden, dass es zu einer Autoubiquitinierung von c-IAP 1 und -2 kommt, wodurch der
Abbau dieser Proteine initiiert wird (Sun H. et al., 2008). Ein ganz neu entwickelter IAP-Anta-
gonist, das Octahydropyrrolol[1,2-a]pyrazine Scaffod zeigt eine clAP1 und XIAP-Hemmung und
zusatzlich inhibiert es Tumorwachstum. Entgegen friiheren Vermutungen besitzt dieser IAP-

Antagonist eine hohere Affinitat gegentiber clAP1 als XIAP (Hashimoto et al., 2013).

Carosati und Kollegen (2015) suchten in einem Liganden-basierten virtuellen Screening nach
einem potentiellen nicht-peptidischen Molekiil, welches das AVPI-Motiv von Smac imitiert
und mit der BIR3-Domane von XIAP interagieren kann. Aus einer Datenbank von tber 800.000

(ChemDiversity) Substanzen konnten mittels eines bestimmten Algorithmus 31 mogliche IAP-
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Antagonisten identifiziert werden. Als Ausgangssubstanz diente die PS-1-Struktur, die pan-se-
lektiv an die BIR-3-Domane von XIAP und anderen zellularen IAPs binden und den Zelltod in-
duzieren kann (Carosati et al., 2015; Ndubaku et al., 2009). Die Substanzen aus der Datenbank
wurden mit der Referenzsubstanz (PS-1-Struktur) verglichen. Ligand-based-pan-selective, ab-
gekirzt LBPS steht zum einen fiir die angewandte Methode zur Identifikation der neuen Sub-
stanzen und zum anderen beschreibt es die Eigenschaften der IAP-Antagonisten. Unserer Ar-
beitsgruppe wurden die Substanzen zur Verfligung gestellt und somit konnten die vielverspre-
chenden Verbindungen an unterschiedlichen Zelllinien getestet werden. In der vorliegenden
Arbeit werden flinf der neu entwickelten monovalenten Smac-Mimetika (LBPSO1, -02, -03, -

05 und -06) an Jurkat-Zellen getestet.
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Abbildung 6: Chemische Strukturen der Zelltod-Aktivatoren LBPS01, LBPS02, LBPS03, LBPS05 und 06 (Carosati
etal., 2015)
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1.6.1 Ein bereits etabliertes Smac-Mimetikum AT-406

Die von Cai und Kollegen 2011 endeckte Substanz, das AT-406, stellt ein potentielles und oral
applizierbares Smac-Mimetikum dar. AT-406 ist ein IAP-Antagonist und imitiert erfolgreich das
AVPI-Motiv von Smac. Hierdurch ist es in der Lage XIAP, clAP1 und clAP2 zu binden und den
Zelltod von Tumorzellen zu aktivieren. In vitro konnte zum einen gezeigt werden, dass AT-406
die Aktivitat von Caspase-9 wiederherstellt und zum anderen, dass es erfolgreich clAP1
degradiert und zelluldares XIAP reduziert. Zudem kann es in Brustkrebszellen (MDA-MB-231
Zellen) durch Aktivierung von Caspase-3 und PARP-Spaltung den programmierten Zelltod
anregen. Im Xenograft-Modell menschlicher Tumoren konnte das AT-406 Tumorwachstum

vollstandig unterdriicken.

0\ N
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Abbildung 7: Strukturformel von AT-406

Es zeigt keine toxischen Effekte in normalen Zelllinien (Cai et al., 2011). Dieser sogennante
multi-IAP-Antagonist stellt eine potentielle Substanz fir weitere klinische Entwicklungen dar.
Es wurden bereits klinische Versuche der Phase 1 fiir die Therapie von menschlichen soliden

und hamatologischen Tumoren abgeschlossen (https://clinicaltrials.gov).
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1.7 Zielsetzung

Die Fehlregulation des programmierten Zelltods gilt als Hauptursache fir die Ausbildung von
malignen Erkrankungen. Daher ist die weitere Erforschung (iber die molekularen Mechanis-
men der Apoptose, welche zur Entstehung von Neoplasien fiihrt, essentiell und bildet eine
Basis flir neue Therapieansatze. Es ist bereits bekannt, dass die Balance zwischen pro- und
antiapoptotischen Stimuli in malignen Prozessen in vielen Fillen gestért ist. Die Uberexpres-
sion von antiapoptotischen Proteinen — wie beispielsweise den IAPs — flihrt zu einer imple-
mentierten Apoptoseresistenz und dadurch zum Fortbestehen einer entarteten Zelle.

In der vorliegenden Arbeit soll die Wirkung der Smac-Mimetika LBPS01, LBPS02, LBPSO03,
LBPSO5 und LBPS06 auf die Zellproliferation der Jurkat-Zellen untersucht werden. Hierfiir soll
das Smac-Mimetikum AT-406, als Positivkontrolle etabliert werden. Weiterhin gilt es, ada-
guate Assays zu etablieren, mit dem nicht nur die Effekte auf die Zellproliferation, sondern
auch erste Hinweise fir die zugrundeliegenden Mechanismen des Zelltodes aufgezeigt wer-
den kénnen. In der Literatur wird bereits von einer moglichen Wirkungsverstarkung bei einer
Kombinationsbehandlung von TRAIL und Smac-Mimetika (Fulda et al., 2002) gesprochen. Dies

soll im Anschluss mittels der positiv-Kontrolle AT-406 und TRAIL getestet werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerdte

Gerate

Analysewaage

Autoklav

Durchflusszytometer CyFlow space
Elektrophoresekammer
Feinwaage

Inkubationsschittler 3033
Inkubationsroller RM5

Inkubator

Fluoreszenzmikroskop Axio Imager.M1
Magnetriihrer MR 3001
Microskop-Kamera DFC 320
Microplate Reader Model 680
Mikroskop Labovert FS

Odyssey Infrared Imaging System
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Scepter Cell Counter

Sterilbank Typ DLF/BSS6
Tischautoklav Typ 26

Vortex Genie 2

Wasserbad

Western Blot Anlage

Sartorius AG (Gottingen)

Systec (Wettenberg)

Partec (Munster)

Roth (Karlsruhe)

Sartorius AG (Gottingen)

GFL (Burgwedel)

CAT Zipperer GmbH (Staufen)
Forma scientific (USA)

Carl Zeiss (Oberkochen)
Heidolph (Schwabach)

Leica

Biorad (Miinchen)

Leitz (Bensheim)

LI-COR Biosciences (Nebraska, USA)
HANNA instruments (Padova, Italien)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Integra Bioscience (Fernwald)
Merck Millipore (Darmstadt)

J. H. Schrader (Gottingen)
Melag (Berlin)

Scientific Industries (USA)
Fisher & Rintelen GmbH (Essen)

Hoefer (San Francisco)
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Mini-PROTEAN® Tetra System
Zentrifugen

Megafuge 1,0R

Universal 16R

Biofuge 13R

Mikro 20

2.1.2. Verbrauchsmaterialien

Materialien

Biorad (Miinchen)

Heraeus Sepatech (Osterode)

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)

Heraeus Instruments (Hanau)

Hettich Zentrifugen (Tuttlingen)

Deckglaser

FACS-ROhrchen

Falcon Tubes (15ml und 50 ml)
Glaspipetten
Halbmikrokiivetten UVette
Halbmikrokivetten
Latexhandschuhe
Mikrotiterplatten (96 well)
Nitrilhandschuhe
Nitrozellulosemembran
Objekttrager

Parafilm

Pipettenspitzen

Plastikklvetten

Plastikpipetten
ReaktionsgefdaRe (0,5-2ml)

Sterilfilter
Whatman Papier

Zellkulturflaschen
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Engelbrecht (Edermiinde)

Sarstedt (Nimbrecht)

Greiner (Frickenhausen)

Karl Roth (Karlsruhe)

Eppendorf (Hamburg)

Sarstedt (NUrmbrecht)

Sempercare (Wien)

Techno Plastik Products (Schweiz)
Ansell (Minchen)

Whatman GmbH (Dassel)

Metzel Glaser (Braunschweig)
American National Can TM (Chicago, IL USA)
StarLab (Ahrensburg)

Eppendorff (Hamburg)

Sarstedt (NUrmbrecht)

Corning (Arizona, USA)

Eppendorff (Hamburg)

Sarstedt (NUrmbrecht)

Sartorius / vivascience AG (Hannover)
Whatman GmbH (Dassel)

Greiner Bio One GmbH (Frickenhausen)



Zellkulturschalen

Zellkulturplatten (6 well und 12 well)

Techno Plastik Products

Techno Plastik Products (Trasadingen,

Schweiz)
2.1.3 Chemikalien und Kits
Chemikalien
Agarose BioBudget (Krefeld)

Ammoniumpersulfat

BioRad Protein Assay Reagenz
Blotting Grade Blocker (non-fat dry milk)
Bovine Serum Albumin
Bromphenolblau
Dimethylsulfoxid

DNA Leiter 50 bp

DNase |

Ethanol 70%
Ethidiumbromidlésung 10 mg/ml
Fetal Calf Serum

HEPES

L-Glutamin

Methanol pro analysis
Natriumchlorid
Penicillin-Streptomycin

Ponceau S

Propidiumiodid
ProteingroBenstandard, Odyssey®
RNAse A

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-Mix)
SDS ultra pure >99%

TEMED
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Sigma (Minchen

BioRad Laboratories (Miinchen)

BioRad Laboratories (Miinchen)

Paa Laboratories

Merck (Darmstadt)
Sigma (Minchen)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Fermentas (St. Leon-Rot)
Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)
Sigma (Minchen)

Gibco (Darmstadt)

Gibco (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Merck (Darmstadt)
Sigma Aldrich (Minchen)
Sigma (Minchen)

Sigma Aldrich (Minchen)
LI-COR (Lincoln, NE, USA)
Fermentas ( St. Leon-Rot)
Carl Roth (Karlsruhe)
Carl Roth (Karlsruhe)

BioRad Laboratories (Miinchen)



Trizma base 99%

Trypanblau 0,2%

Trypsin 10x Solution

Sigma (Minchen)
Sigma (Miinchen)

Gibco® Invitrogen (Paisley, GB)

Tween 20 Merck (Darmstadt)
Kits
DAPI PromoKine (Heidelberg)

Caspase-3 Staining Kit

Caspase-9 Staining Kit

2.1.4 Protein-Standard & Antikérper

Protein-Standard

PromoKine (Heidelberg)

PromoKine (Heidelberg)

Page Ruler™ Prestained Plus Protein Ladder von Thermoscientific

Antikorper

Tabelle 2: Ubersicht der verwendeten Antikérper

Antikorper Quelle Zielspezies Verdiinnung Firma

XIAP (3B6) Kaninchen Mensch 1:1.000 Cell signaling
clAP-1 (D5G9) Kaninchen Mensch 1:1.000 Cell signaling
clAP-2 (58C7) Kaninchen Mensch 1:1.000 Cell signaling
GAPDH Clone Maus Mensch 1:4.000 Sigma-Aldrich
71.1
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2.1.5 Puffer und Lésungen

Tabelle 3: Puffer und Losungen

Losung

Zusammensetzung

Blocking-Puffer

Elektrophorese-Puffer

PBS

Ponceau-S-Lésung

Primare-Antikorper-Pufferlosung

SDS 6x Ladepuffer

5% (w/v) Milchpulver
in 1XTBS

0,1% (w/v) SDS
25 mM Tris
192 mM Glycin
pH 8,3

80 mM NaHPO4
20 mM NaH2PO4
0,1 M NacCl

0,5g Ponceau
1ml Eisessig

ad. 100ml Aqua dest.

5% w/v BSA
0,1 % Tween-20
in TBS

60 % (v/v) Glycerol

300 mM Tris-HCl; pH 6,8

12 mM EDTA

12 % (w/v) SDS

850 mM Mercaptoethanol
0,05 % (w/v) Bromphenolblau
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Transferpuffer 25 mM Tris-HCL; pH 8,5
0,2 M Glycin
20% (v/v) Methanol

Waschpuffer TBS 0,1M Tris-HCl; pH 7,5
0,15 M NaCl

Waschpuffer TBS-T 0,1M Tris-HCl; pH 7,5
0,15 M NacCl

0,2% Tween 20

Zelllysepuffer 50 mM Tris-HCl, pH 7,4
150 mM NacCl

1 mM EDTA

1% (v/v) Triton

0,1% (w/v) SDS

pro 10ml Lyspuffer wurde nach Herstelleran-

gaben je eine Mini-Protease-Inhibitor Tab-

lette (Roche) zugegeben.

2.1.6 Medien fiir die Zellkultur und Zusditze

Tabelle 4: Ubersicht der Zellkulturmedien und ihrer Zusitze

Medium Zusammensetzung

RPMI-1640 Medium zur Kultivierung RPMI-1640 mit 4,5g/| Glucose (Gibco)
der Jurkat Zellen 1% L-Glutamin
10% FCS
Penicillin (100 Units/ml) / Streptomycin
(100ug/ml) (Gibco)
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2% FCS RPMI-1640 Medium zur Be- RPMI-1640 mit 4,5g/1 Glucose (Gibco)
handlung der Jurkat-Zellen mit den 1% L-Glutamin
Mimetika 2% FCS
Penicillin (100 Units/ml) / Streptomycin
(100pg/ml) (Gibco)

2.1.7 Mimetika

Tabelle 5: Smac-Mimetika und ihre molekulare Masse

Substanz Molekulare Masse Nr.
(g/mol)

LBPSO1 411,1 1

LBPS02 445,471

LBPS03 475,96 2

LBPS0O5 509,06 3

LBPS06 383,404

AT-406 561.71

In der nachfolgenden Tabelle werden die Smac-Mimetika mit ihren entsprechenden Moleku-
largewichten und der entsprechenden Nummerierung aus der Veroffentlichung aufgelistet

(Carosati et al., 2015).

2.1.8 Zytostatika

SuperKillerTRAIL™ ENZO Life Sciences

2.1.9 Software und Webtools

Microsoft Word, Excel und PowerPoint Vers. 2007/16
Adobe Photoshop CS 4
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Paint Vers. 20H2

FlowJo X

FCS Express

AxioVision Microscope Software

LI-COR Image Studio 3.1

PubMed (https://www.ncbi.nlm.gov/pubmed)

ClinicalTrails.gov (https://clinicaltrails.gov)
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Kultivierung von humanen Zelllinien

Grundlage fir die Versuche in dieser Arbeit war eine leukdmische Suspensionszelllinie, die aus
dem Blut eines an akuter T-Zell Leukamie erkrankten Jungen gewonnen wurde (Schneider et
al., 1977). Diese sogenannten Jurkat-Zellen, wurden abhéangig von ihrer Zelldichte alle 4-5
Tage passagiert, wobei die Zellen kontinuierlich in der logarithmischen Wachstumsphase ge-
halten wurden, um eine Selektion und Synchronisation der Zellen zu vermeiden. Jurkat-Zellen
wurden in Zellkulturflaschen mit 75 cm? Grundfliche bei 37°C und einer Atmosphére von 5%

(V/V) CO; in folgender Nahrlésung kultiviert:

RPMI-1640 Medium supplementiert mit 10% FCS,
1% L-Glutamin,
1% Penicillin/Streptomycin
1% HEPES

Fir die Passagierung erfolgte zunachst die Zentrifugation der Zellsuspension bei 700 g fiir 5
Min und 4°C (Heraeus Megafuge1.0 R). Danach wurde der Uberstand verworfen, das Zellpellet
mit 5ml PBS gewaschen und erneut wie oben zentrifugiert. Nach erneuter Verwerfung des
Uberstandes wurde das Zellpellet in frischem Medium resuspendiert und ein Teil der Zellen in
eine neue Zellkulturflasche mit frischem Medium tberfihrt.

Flr Versuche wurden die Zellen in einer definierten Anzahl auf Zellkulturplatten ausgesat. Da
es sich um eine Suspensionszelllinie handelt, konnten die geplanten Behandlungen direkt er-

folgen.

2.2.1.2 Zellzahlbestimmungen mittels der Neubauer-Kammer

Fir die Ermittlung der Zellzahl, wurde durch lichtmikroskopische Auszahlung eines Aliquots

die Neubauerzahlkammer verwendet. Die Zdhlkammer wird auf einer Glasplatte gebildet, auf
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der in der Mitte kleine Quadrate definierter Grol3e eingedtzt sind. Ein Deckglas wird ange-
haucht und Uber der Grundplatte angebracht bis Newton Ringe erscheinen. Diese sind ein
Merkmal dafiir, dass das Deckglas und die Zahlkammer dicht aufeinander liegen. Werden Zel-
len in den von Grundplatte und Deckglasunterseite entstandenen Raum pipettiert, kann durch
Auszdhlen der Zellen in diesen Quadraten die Zellzahl pro Milliliter berechnet werden. Hierzu
wurde die erstellte Zellsuspension mit Trypanblau 0,2% verdinnt. Der Farbstoff ist membran-
durchlassig und farbt daher nur tote Zellen blau an, wobei die lebenden Zellen nicht angefarbt
werden und hell leuchten. Durch das Auszahlen aller lebenden Zellen in allen 8 Eckquadraten
der Neubauerkammer kann die Zellkonzentration der Zellsuspension mit folgender Formel be-

rechnet werden:

Zellzahlsusp. [Zellen/ml] = n/8 * 10* * Verdliinnungsfaktor

Das ,,n“ steht fur die Anzahl der gezihlten Zellen, 10* ist der Kammerfaktor und der Verdin-

nungsfaktor ist abhangig von der Zugabe des entsprechenden Volumens an Trypanblau.

2.2.1.3 Zellzéhlung und Proliferationsassay mittels der Scepter Cell-Counter Pipette

Die Scepter Cell-Counter Pipette stellt eine automatische Zellzdhlpipette dar. Sie erfasst jede
einzelne Zelle die tiber die Sensor-Pipettenspitze aufgenommen wird. Hierflr wird die Spitze
der Pipette in eine Zellsuspension eingetaucht, die ein definiertes Volumen von 50 ul aufneh-
men kann. Das Geréat berechnet die Erhéhung des elektrischen Widerstandes, jeder einzelnen
vorbeiflieBenden Zelle. Nach dem Ohm’schen Gesetz, resultiert aus dieser Erhéhung eine Er-
hohung der elektrischen Spannung.

U = Spannung
U=I*R I = elektrische Strom

R = Widerstand

Aus dieser Spannungsanderung werden die Zellzahl/ml bestimmt und ein Histogramm erstellt,

welches Informationen Uber die ZellgroRe und -durchmesser erfasst. Anhand dessen lassen
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sich verschiedene Informationen einer Zellpopulation ableiten und durch das Setzen von ,Ga-
tes“ kann das Histogramm weiterbearbeitet werden.

Diese Technik wurde in den verschiedenen Versuchen angewandt, um festzustellen ob sich
nach Behandlungen mit verschiedenen Substanzen die Population der Jurkat-Zellen veran-
dert. Anhand der ermittelten Werte der Proliferationsassays konnten Wachstumskinetiken er-
stellt werden. Diese dienten dazu, die Anzahl der fiir die Behandlung auszusdaenden Zellen zu

bestimmen.

2.2.1.4 Mikroskopische Dokumentation

Jurkat-Zellen wurden mit den neuartigen Smac-Mimetika und der Lésungskontrolle behan-
delt. Die Reduktion der Zellzahlabnahme wurde mithilfe eines Lichtmikroskops beobachtet

und mit einer Mikroskop-Kamera (Leica DFC 320) dokumentiert.

2.2.2 Durchflusszytometrische Analysen

2.2.2.1 Apoptosenachweis nach Nicoletti

Die von Nicoletti etablierte Methode der Zellzyklusanalyse mittels Propidiumiodid wurde erst-
mals 1991 im Journal of Immunological Methods veréffentlicht. Mittels dieser Methode kann
Apoptose in Zellen gemessen werden. Das Prinzip beruht auf der Tatsache, dass Propidium-
jodid als Nukleinsdaureinterkalator wirkt. Dabei ist die Fluoreszenzintensitat des Pl in etwa pro-
portional zur Anzahl der Basen, weshalb es zur Bestimmung des DNA-Gehaltes von Zellen ge-
nutzt werden kann. In apoptotischen Zellen, wird DNA durch Endonukleasen fragmentiert und
freigesetzt. Dies hat zur Folge, dass der DNA-Gehalt in apoptotischen sub-G1 Zellen geringer
ist als in gesunden GO/G1 Zellen. Somit ist es moglich die relative Menge an apoptotischen
Zellen im Fluoroszenzhistogramm zu beurteilen.

Flir die Behandlung und darauffolgende durchflusszytometrische Messung der Jurkat-Zellen
wurde eine 2% FCS Zellsuspension hergestellt und in 12-Well-Platten ausgesat. Die Anzahl der

Zellen/ml richtet sich nach der Behandlungsdauer. Bei weniger als 48 Stunden wurden 2*10°
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Zellen pro Milliliter ausgesét. Fiir 48 Stunden wurden 1,5*%10° Zellen pro Milliliter und fiir Be-
handlungen, die Giber 3 bis 5 Tage gingen, wurden 5*10% Zellen/ml eingesetzt. Die Inkubation
der Zellen erfolgte bei 37°C und 5% CO..

Das Pl Assay der Jurkat-Zellen wurde fiir die Etablierung der Positivkontrolle AT-406, die Be-
handlungen mit den neuartigen Smac-Mimetika, die TRAIL Versuche und die Kombinationsbe-
handlung von TRAIL und AT-406 verwendet.

Nach der Behandlung der Zellen und erfolgter Inkubation werden die Zellen in 1,5 ml Eppen-
dorf-ReaktionsgefilRe tiberfiihrt und fiir 4 Minuten bei 300 g und 4°C zentrifugiert. Der Uber-
stand wird verworfen, die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und wie bereits beschrieben zen-
trifugiert. AnschlieBend wird der Uberstand wieder verworfen und es erfolgt die Fixation der
Zellen mit 1 ml eisgekiihltem 70%igem Ethanol. Dies macht die Zellen fiir das Pl permeabel.
Nun gibt es die Moglichkeit die Zellen bei 4°C fiir ca. 2 Wochen zu lagern und zu einem spate-
ren Zeitpunkt mit dem Assay weiterzumachen oder die Zellen werden fir 2 Stunden im Eisbad
gelagert bis zur Durchfiihrung der nachsten Arbeitsschritte. Danach werden die Proben fiir 4
Minuten bei 400 g und 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wird wieder der Uberstand verworfen,
mit 1 ml PBS gewaschen und fir 4 Minuten bei 300 g und 4°C zentrifugiert. Dieser Schritt wird
ein weiteres Mal wiederholt und anschlieRend erfolgte die Resuspension mit Propidiumiodid.

Das Pl wurde jeweils wie folgt angesetzt:

200 pg/ml RNAse A
50 pug/ ml Propidiumiodid
gelost in PBS

Danach wurden die Zellen in einem abgedunkelten Wasserbad von 37°C fiir 30 Minuten inku-
biert. AnschlieBend erfolgte eine abgedunkelte Lagerung der Proben im Eisbad und die Mes-
sung am Durchflusszytometer.

Die PI Farbung und anschlieBende Messung am Durchflusszytometer erlaubt eine Aussage
Uber die Anzahl der apoptotischen Zellen. Hierbei wird die DNA der zu untersuchenden Zellen
angefarbt und deren Fluoreszenzeigenschaften gemessen. Daraus ergibt sich bei unbehandel-
ten Zellen ein typisches Zellzyklusprofil. Dieses kann durch die Behandlung von Zellen mit be-

stimmten Substanzen verandert sein. Mit dem Setzen von Gates, ist es moglich die Zellen einer
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Zellzyklusphase zuzuteilen und daraus folgend apoptotische von vitalen Zellen zu unterschei-
den. Der prozentuale Anteil jeder Zellzyklusphase kann so bestimmt werden.
Die Proben der Jurkat-Zelllinie wurden im Frontscatter versus Sidescatter aufgetragen und im

FL2-Kanal bei einer Wellenldnge von 590nm gemessen und ausgewertet.
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Abbildung 8: Histogramm eines normalen Zellzyklusprofils nach PI-Farbung

Das Histogramm besteht aus drei Populationen: zwei GauBschen Verteilungskurven (G1 und G2/M) und aus der
Population in der S-Phase. Apoptotische Zellen zeigen sich im subG1-Peak (verdndert nach Schmitz und Desel,

2018).

2.2.2.2 Caspase-3 und -9 Aktivitéits-Assay mittels Durchflusszytometrie

Leitet eine Zelle die Apoptose ein, werden unterschiedliche proapoptotische Proteine akti-
viert. Eine zentrale Rolle in diesem Prozess nehmen die Caspasen ein. Das Caspase Staining Kit
von Promokine verwendet nichttoxische Caspasesubstrate, welche zellpermeabel sind und an
aktivierte Caspasen in apoptotischen Zellen binden kénnen. Die Caspaseinhibitoren, DEVD-

FMK oder LEHD-FMK sind an einen Fluoreszenzfarbstoff (FITC) gekoppelt. Durch die Aktivitat
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der Caspase-3 oder -9 erfolgt die Spaltung der markierten Caspasesubstrate, sodass ein Fluo-
reszenzfarbstoff frei wird und mittels Durchflusszytometrie gemessen werden kann. Die Ana-
lyse erfolgte bei einer Wellenldnge von 530nm (Kanal FL-1).

Zunachst wurden die Jurkat-Zellen mit dem AT-406 und den Mimetika LBPS01, -03 und -05
Uber 48 Stunden inkubiert. Als Kontrolle diente eine mit 0,56% DMSO behandelte Probe. Hier-
flr wurde eine 2% FCS Zellsuspension hergestellt und in 12-Well-Platten ausgesat. Die Anzahl
der Zellen entspricht den Angaben in Punkt 2.2.2.1 Nach Inkubation der Zellen bei 37°C und
5% CO, wurden diese in 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefdlie Giberfuihrt und fiir 4 Minuten bei
300 g und 4°C zentrifugiert. Zunachst wird ein Master-Mix hergestellt, in dem pro 300 ul 2 %
FCS Medium 1 pl von dem Fluoreszenzfarbstoff FITC-DEVD-FMK oder FITC-LEHD-FMK gelost
sind. Nach Beendigung der Zentrifugation wird der Uberstand verworfen und in jedes Eppen-
dorf-Reaktionsgefal® 300 ul Master-Mix pipettiert. Hinterher erfolgt eine Inkubation fiir eine
halbe Stunde bei 37°C und 5% CO,. AnschlieRend werden die Zellen bei 100 g fir 5 Minuten
zentrifugiert und der Uberstand verworfen. Die Zellen werden in 0,5 ml Wasch-Puffer resus-
pendiert und wie zuvor zentrifugiert. Der letzte Waschschritt wird ein weiteres Mal wieder-
holt. Die Zellen werden fiir die Durchflusszytometrie in 0,5 ml Wasch-Puffer resuspendiert und

abgedunkelt im Eisbad gelagert.

2.2.3 Fluoreszenzmikroskopische Analysen

Das Fluoreszenzmikroskop kann morphologische Veranderungen visualisieren. Die Zellen wur-
den wie in Punkt 2.2.2.1 vorbereitet. Nach der Behandlung der Zellen mit AT-406, LBPS01, -03
und -05 und erfolgter Inkubation Giber 48 Stunden werden die Zellen in 1,5 ml Eppendorf-
ReaktionsgefiRe tiberfiihrt und fiir 4 Minuten bei 300 g und 4°C zentrifugiert. Der Uberstand
wird verworfen, die Zellen in 1 ml PBS resuspendiert und wie bereits beschrieben zentrifugiert.
AnschlieRend wird der Uberstand erneut verworfen und es erfolgt eine Inkubation mit der
DAPI-Lésung fiir 15 Minuten bei 37°C. Nach erneuter Zentrifugation, verwerfen des Uberstan-
des und Resuspensierung mit PBS, wird ein Tropfen der Lésung auf einen Objekttrager gege-
ben. Mit Hilfe des Fluoreszenzmikroskops und der Mikroskop-Software AxioVision konnten

die Bilder erstellt werden.
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2.2.4 Biochemische Methoden

2.2.4.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Jurkat-Zellen

Fir die Proteinextraktion aus den Jurkat-Zellen, wurde die verwendete Zellsuspension zu-
nachst in 15 ml Falcon Rohrchen geerntet und das Medium fiir 5 Minuten bei 700 g und 4°C
abzentrifugiert. Die Zellen wurden in PBS resuspendiert und erneut wie zuvor zentrifugiert.
Nach Dekantierung des Uberstands wurde das Pellet abhingig von der Zellmenge ebenfalls in
50-500 ul Lysepuffer H resuspendiert und fiir 20 Minuten im Eisbad inkubiert. In regelmaRigen
Abstanden wurde die Suspension mit dem Vortex durchmischt. AnschlieBend wurde durch
Zentrifugation bei 18000g fiir 20 Minuten noch vorhandene Zelltrimmer pelletiert und der
Uberstand, das Proteinlysat, in ein anderes ReaktionsgefilR (iberfiihrt und bis zur weiteren

Verarbeitung bei -80°C gelagert.

2.2.4.2 Proteinbestimmungen nach Bradford

Die photometrische Messung nach Bradford (1976) erlaubt eine quantitative Messung von
Proteinkonzentrationen. Der Triphenylmethanfarbstoff Coomassie-Brillant-Blau G-250 kann
in Losung Komplexe mit den kationischen und unpolaren Seitenketten von Proteinen bilden.
Dadurch verschiebt sich das Absorbtionsmaximum des Farbstoffs von 470nm (der protonier-
ten braunroten kationischen Form) zu 595nm (der unprotonierten blauen anionischen Form).
Da Coomassie-Blau vor allem mit basischen Aminosauren reagiert, sollte zur Eichung ein Pro-
tein verwendet werden, das in etwa einen gleichen Gehalt an basischen Aminosauren besitzt
wie das zu testende Protein. Hierfir wurde BSA (Rinderserumalbumin) verwendet.

Die Bestimmung der Konzentration beruht auf dem Lambert-Beerschen Gesetz:

E=-lg(li/lo) =excxd

Wobei: E = Extinktion
I, = Intensitat des transmittierten Lichtes
lo = Intensitat des einstrahlenden Lichtes
€ = Extinktionskoeffizient
¢ = Konzentration

d = Schichtdicke
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Zur Erstellung der Eichkurve wurden zunachst je 1000ul Bradford-Reagenz in sieben 1,5ml Re-
aktionsgefalRe pipettiert. AnschlieBend wurde eine 1 pg/ul BSA-Losung angefertigt und auf-
steigende Volumina der BSA-Losung zu der Bradford-Reagenz pipettiert: 1, 2, 4, 6, 8 und 10
ul. Die Absorption wurde bei einer Wellenlange von 595nm gegen eine Referenz ohne Protein
gemessen. AnschlieBend wurde 1ul der unbekannten Konzentration des Proteinlysats in
1000ul Braford-Losung pipettiert und die Proteinkonzentration anhand einer Eichgeraden er-
mittelt.

Fir die Vorbereitung der Proben wurde fiir jedes Proteinlysat ein Volumen pipettiert, welches
70ug Protein entsprach. Die Proben wurden mit einem SDS-Ladepuffer versetzt, der als 4x-
Losung vorlag. Hinzu kamen 20x Reducing Agent und Wasser. Anschlieend wurden die Pro-

ben 5 Minuten bei 95°C inkubiert und auf Eis gelagert.

2.2.4.3 Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE)

Die Polyacrylamid-Gelelektrophorese ist eine Methode, die der Auftrennung von Molekiilen,
wie z.B. Proteinen dient. In der vorliegenden Arbeit wurde die denaturierende diskontinuier-
liche SDS-PAGE nach Laemmli (1970) angewandt. Hierfiir wurde ein 15%-iges Polyacrylamid
Gel vorbereitet, bestehend aus Trenn- und Sammelgel. Die Mischung fiir beide Gele wird se-
parat angefertigt.

Nachfolgend ist die Zusammensetzung der einzelnen Komponenten dargestellt:

Tabelle 6: Zusammensetzung der SDS-Page

8% SDS-Page 15% SDS-Page

Substanzen Sammelgel Trenngel Trenngel

Pro Gel

H20. 1,4 4,6 2,3

30% Acryamid- 0,33 2,7 5

Mix 1,0 M Tris pH 6,8 1,5 M Tris pH 1,5 M Tris pH

Tris 0,25 8,8 8,8
0,02 2,5 2,5

10% SDS 0,02 0,1 0,1

10% APS 0,002 0,1 0,1

TEMED 0,006 0,004

Angaben in ml
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Nachdem zu der Trenngel-Mischung Ammoniumperoxodisulfat (APS) sowie Tetramethylethy-
lendiamin (TEMED) gegeben wurde, wird diese zwischen zwei abgedichtete Glasplatten ge-
gossen und mit 70% Ethanol tGberschichtet. Nach dem Erharten des Trenngels wurde das Sam-
melgel gegossen und mit einem Kamm die Taschen fiir die Proteinauftragung angefertigt.

Das fertige Gel wurde in eine mit Laufpuffer gefiillte Elektrophoreseapparatur von Hoefer Sci-
entific Instruments (San Francisco, USA) eingespannt und die vorbereiteten Proteinlysate in
die Taschen aufgetragen. Als Proteinstandard wurde die PageRuler™ Plus Prestained Protein
Ladder von Fermentas verwendet. Die Elektrophorese erfolgte bei 20mA/pro Gel fir 90 Mi-

nuten.

2.2.4.4 Proteintransfer (Western Blot)

Unter der Methode ,,Western Blot” versteht man den Elektrotransfer von Proteinen auf eine
Tragermembran (z.B. Nitrocellulosemembranen) und anschlieRender Detektion mittels Radi-
oaktivitat oder Chemolumineszenz. Nach abgeschlossener Proteinauftrennung in der Poly- ac-
rylamid-Gelelektrophorese kdnnen die Proteinbanden auf eine Nitrozellulosemembran tber-
tragen werden. Dies erfolgte in einer gekihlten Transfer-Kammer von Hoefer Scientific Instru-
ments (San Francisco, USA) zwischen zwei mal zwei Lagen Filterpapier bei einer konstanten
Spannung von 100V fiir 90 Minuten. Die Spannung wird so angelegt, dass die negativ gelade-
nen Proteine vom Gel auf die Membran wandern. Zuvor wurden die Nitrocellulosemembran,

das Filterpapier und das Gel in Transfer-Puffer getrankt.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Western Blots

Im Anschluss wurde mittels der Ponceau S-Farbung die Effektivitat des Transfers nachgewie-
sen. Die Ponceau S-Farbung bindet reversibel an die Proteinbanden und farbt diese rot. Zum

entfarben wurde Aqua dest. oder TBS verwendet.

2.2.4.5 Immundetektion von Proteinen

Fir die Immundetektion wurde die Membran in ein Falcon-Rohrchen tberfiihrt und die freien,
unspezifischen Bindestellen mit Blockierungspuffer fir 1 h bei Raumtemperatur blockiert. An-
schlieBend erfolgten drei Waschschritte fir je 10 Minuten mit TBS. Die Membran wurde in
einer primaren Antikorper-Pufferlésung mit dem ersten Antikdrper in der entsprechenden
Verdinnung tber 3 Tage bei 4°C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TBS er-
folgte die Inkubation mit dem Sekundéarantikorper in einem abgedunkelten Falcon-Réhrchen
flr 90 Minuten bei Raumtemperatur. Hierfiir wurde der Antikérper in einer 1:10000- Verdiin-
nung in Blockierungspuffer angesetzt. AnschlieBend erfolgten die drei Waschschritte und
durch die Fluoreszenzmarkierung eine Visualisierung des Proteins mit dem LI-COR Odyssey
Imaging System bei 800nm.

Die Detektion des , Housekeeping-Gen“ GAPDH demonstriert, dass dquivalente Proteinmen-
gen aufgetragen wurden. Des Weiteren kann der relative Anteil des Proteins im Vergleich zu
GAPDH nachgewiesen werden. Hierfir wurde die Membran in Blockierungspuffer mit dem
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GAPDH-Antikorper in einer 1:5000-Verdiinnung fir 3 Tage bei Raumtemperatur inkubiert.
Nach drei Waschschritten mit TBS wurde eine 1:10000-Verdiinnung von LI-COR Odyssey Anti-
korper gegen Kaninchen flr eine Visualisierung bei 700nm auf die Membran pipettiert. Es
wurde erneut dreimal mit TBS gewaschen. AbschlieBend folgte die Visualisierung der Protein-

banden mit dem LiCor-Odyssey-Reader.
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3 Ergebnisse

In entarteten Zellen sind IAPs entscheidend an der Resistenzvermittlung gegeniiber Apoptose
beteiligt, da sie hdufig erhohte Expressionslevel aufweisen. Dies macht sie zu wichtigen Ziel-
molekilen in der Krebstherapie. Neuartige Smac-Mimetika konnten eine Mdglichkeit sein,
IAPs zu binden und damit deren Proteinlevel zu neutralisieren, sodass entartete Zellen wieder
die Apoptose einleiten kdnnen. Wahrend der schriftlichen Fertigstellung dieser Arbeit, wur-
den erste Ergebnisse aus anschliefenden Untersuchungen in Bezug auf die Zellproliferation
und zugrunde liegenden Mechanismen in Jurkat-Zellen veroéffentlicht (van den Héfel et al.,
2014; 2015 Carosati et al., 2015). In dieser Arbeit wurde zunachst eine Positivkontrolle etab-
liert, um anschlieRend die neuartigen Smac-Mimetika auf die Tumorzelllinie testen zu konnen.
Erste Hinweise bezlglich der zugrunde liegenden Zelltodmechanismen sollten bei den Sub-
stanzen mit vielversprechendem Einfluss auf die Zellproliferation beleuchtet werden. Des
Weiteren sollte geklart werden, ob XIAP und clAP1 Zielmolekiile der Mimetika darstellen und
diese degradiert werden. Um die Wirkung von schwach wirksamen Smac-Mimetika zu erho-
hen und um geringere Konzentrationen verwenden zu kénnen, wurde gepriift, ob eine Kom-
binationsbehandlung von AT-406 und rekombiniertem TRAIL die Apoptosehaufigkeit in einer

synergistischen Weise verstarkt.

3.1 Etablierung des Testsystems mit dem Smac-Mimetikum AT-406 als Referenzuntersu-

chung zur Dosis-Wirkung im zeitlichen Verlauf

In den folgenden Untersuchungen soll AT-406 als Positivkontrolle in den Jurkat-Zellen etabliert
werden. Hierfir soll die optimale Konzentration und Einwirkzeit festgestellt werden. Die Ex-
perimente wurden auf der Grundlage durchgefiihrt, dass AT-406 in verschiedenen Zelllinien,
wie Brust- und Ovarientumorzellen eine Inkubationszeit von 4 Tagen benotigt um eine Wir-
kung zu erzielen (Cai et al., 2011).

Es wurden jeweils 5*10% Zellen/ml der Jurkat-Zellen auf 12-Well-Platten ausgesat und mit 10-
, 50- und 100uM AT-406 behandelt. Das Lésungsmittel DMSO (0,56%) diente als Kontrolle.

Hier wurde die gleiche DMSO Konzentration eingesetzt wie bei den Proben. So konnten mog-
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liche Losungsmitteleffekte mit einbezogen werden. Nach unterschiedlich langen Inkubations-
zeiten von einem bis fiinf Tagen, wurde die Lebendzellzahl erfasst. AnschlieRend wurde die
Auswirkungen des AT-406 auf die Zellproliferation durchflusszytometrisch gemessen. Analy-
siert wurden die Anderungen der Zellzyklusprofile im zeitlichen Verlauf bei 590nm im Kanal

FL2.
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Abbildung 10: Die Wirkung von AT-406 auf die Lebendzellzahl der Jurkat-Zellen am 3. und 4. Tag

nach Behandlung

Jurkat-Zellen wurden mit dem Smac-Mimetikum AT-406 in einer Konzentration von 10-, 50- und 100uM uber 3
und 4 Tage behandelt. Das Zelliiberleben bezieht sich auf die kontrollbehandelten Zellen (0,56% DMSQO). Die
Lebendzellzahl wurde durch eine direkte Zellzahlung mittels Scepter Zellzdhlpipette erfasst. Dargestellt sind die

Mittelwerte aus unabhangigen Versuchen (n=3).
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Abbildung 11: Bestimmung der Apoptosehaufigkeit in Jurkat-Zellen ausgel6st durch die Behandlung mit AT-
406.

Jurkat-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 96 Stunden mit AT-406 in Konzentrationen von 10-, 50- und
100puM behandelt. Der subG1-Peak wurde mittels durchflusszytometrischer Analysen von Zellen mit einem hy-
podiploiden DNA-Gehalt bestimmt (nach Nicoletti). Als Kontrolle wurden Jurkat-Zellen mit 0,56% DMSO behan-

delt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus unabhéngigen Versuchen (n=3).

Bereits am 3. Tag ergab die Zellzahlung eine Reduktion der Zellzahl. Eine konzentrationsab-
hangige Wirkung war am 3. Tag erkennbar und lieB sich am 4. Tag bestatigen. In dieser Unter-
suchung hatten die mit 10uM AT-406 behandelten Zellen vom 3. auf den 4. Tag wieder zuge-
nommen. Die durchflusszytometrischen Analysen ergianzen die bereits in der Zellzdhlung ge-
wonnenen Ergebnisse. Anhand des Diagrammes wird deutlich, dass es auch bei der Kontrolle
zur Veranderung des Zellzyklusprofils kommt. 21+2% der Zellen weisen einen SubG1-Peak auf.
Bei den mit AT-406 behandelten Zellen kommt es mit zunehmender Konzentration auch zu
einer Zunahme des SubG1-Peaks. Bei 100uM sind die meisten der Zellen gestorben. Von den

noch lebenden Zellen weisen mehr als 53+2% einen hypodiploiden DNA-Gehalt auf.
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3.2 Untersuchung der Mimetika LBPS01, -02, -03, -05 und -06 auf Apoptoseinduktion und

Festlegung der optimalen Wirkkonzentration

Carosati und Kollegen (2015) identifizierten mittels Liganden-basiertem virtuellen Screening
neue potentielle nicht-peptidische Substanzen, die das AVPI-Motiv von Smac nachahmen und
mit BIR-Domanen von IAPs interagieren sollten. Zu dem Zeitpunkt meiner Arbeit wurden 31
mogliche IAP-Antagonisten identifiziert. Im Rahmen einer Kooperation wurden uns diese Sub-
stanzen zur Verfligung gestellt. In dieser Dissertation wurden Methoden etabliert, die es er-
lauben die Wirkung von fiinf dieser monovalenten Smac-Mimetika auf die Zellproliferation
von Jurkat-Zellen zu testen.

Um feststellen zu kdénnen, ob die ausgewahlten Smac-Mimetika tiberhaupt eine Wirkung auf
die Proliferation der Jurkat-Zellen haben, wurde die Zellzahl zu verschiedenen Zeitpunkten
erfasst. Um aktive von inaktiven Mimetika zu unterscheiden wurden die Jurkat Zellen mit Kon-
zentrationen von 1uM und 10puM behandelt. In Anlehnung an die durchgefiihrten Versuche
mit dem AT406 wurde die Konzentration und das Wirkfenster gewahlt.

Hierfiir wurden gleiche Zellzahlen von Jurkat-Zellen mit LBPS01, -02, -03, -05 und -06 behan-
delt. Nach 24, 48, 72 sowie 96 h Inkubation wurden die absoluten Zellzahlen durch Zellzahlung
mittels der Zellzahlpipette erfasst. Es konnte eine signifikante Auswirkung auf die Lebendzell-
zahl bei den Substanzen LBPS01, -03 und -05 in Bezug zur unbehandelten Kontrolle nach 72h
gemessen werden. Bei einer Konzentration von 1uM zeigt sich bereits eine Tendenz der mog-
lich wirksamen Mimetika, die sich bei einer hoheren Konzentration von 10uM bestatigt.
LBPSO1 zeigt eine Abnahme der Zellzahlen auf ca. 33+8,4% bei 10uM. Im Gegensatz dazu wer-
den bei 1uM keine Veranderungen beobachtet. Die Lebendzellzahl bei den mit LBPS03 behan-
delten Zellen verringert sich bereits bei einer Konzentration von 1uM um ein Drittel. Bei 10uM
haben sich die Zellzahlen auf einen Wert von 30£6% weiter reduziert. Weiter ist zu beobach-
ten, dass sich die Lebendzellzahlen unter der Behandlung von LBPSO5 bei 10uM auf einen
Wert von 43,8+3% reduziert hat. Im Vergleich dazu ist die Lebendzellzahl bei 1uM noch dop-
pelt so hoch. LBPS02 zeigt sowohl bei 1- als auch bei 10uM eine minimale Abnahme der Zell-
zahlen. Weitere Versuche wurden mit LBPSO1, -03 und -05 durchgefiihrt, da diese neuartigen
Substanzen gute antiproliferative Effekte erzielen konnten. LBPS02 und -06 zeigt keine signifi-

kante Wirkung, sodass diese Substanzen fiir weitere Untersuchungen ausgeschlossen wurden.
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Abbildung 12: Die Wirkung von LBPSO01, -02, -03, -05 und -06 auf die Lebendzellzahl der Jurkat-Zellen am 3. Tag

nach Behandlung

Jurkat-Zellen wurden liber einen Zeitraum von 72 Stunden mit neuartigen Smac-Mimetika in einer Konzentration
von 1- und 10uM behandelt. Das Zelliberleben bezieht sich auf die kontrollbehandelten Zellen (0,56% DMSO).
Die Lebendzellzahl wurde durch eine direkte Zellzdhlung mittels Scepter Zellzdhlpipette erfasst. Dargestellt sind

die Mittelwerte aus unabhangigen Versuchen (n=3).
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3.2.1 Bestimmung der optimalen Wirkungsdauer bei vorselektierten Mimetika

Flr die Untersuchung der optimalen Wirkungsdauer wurden die Jurkat-Zellen erneut mit den
aus Punkt 3.2. vorselektionierten Smac-Mimetika LBPSO1, -03 und -05 fir fiinf Tage inkubiert.
Hierflir wurden 5*10% Zellen/ml der Jurkat-Zelllinie in 12-well-Platten ausgesat und mit den
Mimetika behandelt. Wie nach der unter Punkt 2.2.1.3 beschriebenen Methode, wurden alle
24 h die Auswirkung der Smac-Mimetika auf die Lebendzellzahl bestimmt, jeweils bezogen auf

die unbehandelte Kontrolle.
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Abbildung 13: Die Wirkung der vorselektierten Smac-Mimetika auf die Zellproliferation in Jurkat-Zellen im

zeitlichen Verlauf

Jurkat-Zellen wurden mit den Smac-Mimetika LBPS01, -03 und -05 in einer Konzentration von 10uM behandelt.
Nach 24-, 48-, 72-, 96- und 120 h wurde die Lebendzellzahl durch eine direkte Zellzdhlung mittels der Scepter
Zellzahlpipette erfasst. Als Kontrolle wurden Zellen mit 0,56% DMSO behandelt. Dargestellt sind die Mittelwerte

aus unabhédngigen Versuchen (n=3).

Es zeigt sich, dass die Jurkat-Zellen sensitiv auf die drei getesteten Mimetika reagieren und die
Lebendzellzahlen der mit LBPS01, -03 und -05 behandelten Jurkat-Zellen im Vergleich zu der
unbehandelten Probe und der Positivkontrolle im zeitlichen Verlauf kontinuierlich abnehmen.
Um die Wirksamkeit der Substanzen in Bezug auf die verwendeten Konzentrationen verglei-

chen zu kdnnen, wurden auch die Zellen der Positivkontrolle mit 10uM behandelt.
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3.3 Hinweise auf zugrundeliegende Mechanismen des Zelltodes

3.3.1 Zellzyklusanalyse nach Nicoletti

In vorherigen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die Smac-Mimetika LBPS01, -03 und -
05 bei einer Konzentration von 10uM einen signifikanten Einfluss auf die Lebendzellzahlen der
Jurkat-Zellen haben. Im Weiteren soll geklart werden, welche Mechanismen dem Zelltod zu
Grunde liegen. Hierfir wurden durchflusszytometrische Analysen durchgefiihrt. Da DMSO als
Losungsvermittler der Mimetika eingesetzt wurde, dienten jeweils gleiche DMSO Konzentra-
tionen als Kontrolle. Fir die Behandlung wurden 1,5*10% Zellen/ml in 12-well-Platten ausge-
sat. Die Mimetika wurden jeweils in einer Konzentration von 10uM zu den Zellen gegeben.
Inkubiert wurden die Zellen liber einen Zeitraum von 2 bis 3 Tagen, anschliefRend erfolgte die

Analyse mittels Durchflusszytometer.
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Abbildung 14: Bestimmung der Apoptosehaufigkeit in Jurkat-Zellen ausgeldst durch die Behandlung mit den

Smac-Mimetika nach 72 Stunden.

Jurkat-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 72 Stunden mit den Mimetika LBPS01, -03 und -05 in einer Kon-
zentration von 10 pM behandelt. Zusatzlich dienten 10 und 50uM mit AT-406 behandelten Zellen als Positivkon-
trolle. Der subG1-Peak wurde mittels durchflusszytometrischer Analysen von Zellen mit einem hypodiploiden
DNA-Gehalt bestimmt (nach Nicoletti). Als Kontrolle diente die jeweils gleiche DMSO Konzentration wie in den

behandelten Zellen. Dargestellt sind die Mittelwerte aus unabhangigen Versuchen (n=3).
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Nach einer 72-stiindiger Inkubationsdauer stieg die Anzahl der Zellen mit einem hypodiploi-
den DNA-Gehalt, die unter Einfluss der Mimetika LBPS01, -03 und -05 standen. Die Kontrollen
weisen einen SubG1-Peak von ca. 10 % auf. Im Vergleich dazu, kommt es bei den mit 10uM
AT-406 behandelten Zellen konzentrationsabhangig zu einer minimalen Erhéhung des SubG1-
Peaks. In der Auftragung als Dot-Plot wird deutlich, dass die Population der mit den Mimetika
behandelten Zellen drastisch abgenommen hat. Von den noch lebenden Zellen befindet sich
ein grolRer Anteil im SubG1-Areal. So ist bei LBPSO1 ein hypodiploider DNA-Gehalt von tber
7441,0%, bei LBPS03 46+4,6% und bei LBPSO5 50+0,3% zu vermerken. Es waren nicht ausrei-
chend Zellen vorhanden fiir weitere Untersuchungen, sodass die Behandlung wiederholt und

die Zellen bereits nach einer Inkubationsdauer von 48 Stunden geerntet wurden.
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Abbildung 15: Bestimmung der Apoptosehiufigkeit in Jurkat-Zellen ausgeldst durch die Behandlung mit den

Smac-Mimetika nach 48 Stunden.

Jurkat-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 48 Stunden mit den Mimetika LBPSO1, -03 und -05 in einer Kon-
zentration von 10 uM behandelt. Zusatzlich dienten 10 und 50uM mit AT-406 behandelten Zellen als Positivkon-
trolle. Der subG1-Peak wurde mittels durchflusszytometrischer Analyse von Zellen mit einem hypodiploiden
DNA-Gehalt bestimmt (nach Nicoletti). Als Kontrolle wurden Jurkat-Zellen mit 0,56% DMSO behandelt. Darge-

stellt sind die Mittelwerte aus unabhangigen Versuchen (n=3).
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Die Versuche bestitigen die schon nach 72 Stunden gemessene Apoptosehaufigkeit. Uber
30+%3,7% der mit LBPSO1 behandelten Zellen befinden sich im SubG1-Peak. Unter dem Einfluss
von LBPS03 und LBPSO5 stieg die Zahl der Zellen mit hypodiploden DNA-Gehalt auf 19+1%
bzw. 13,4+1,6%.

Um die Apoptose nicht nur quantitativ zu messen, sondern auch eine optische Darstellung zu
erlangen, wurde mittels DAPI-Farbung und anschlieBender Aufnahme an einem Fluoreszenz-
mikroskop die morphologischen Veranderungen des Chromatins des Zellkerns visualisiert.
Charakteristisch flir apoptotische Prozesse ist die Segmentierung des Zellkerns, die intra-peri-
phere Chromatinkondensation und die Bildung apoptotischer Kérperchen. Die Fluoreszenz-
aufnahmen zeigen nach Mimetika-Behandlung typische Apoptose Erscheinungen, wie
Schrumpfung und Fragmentierung der Zellkerne in Membranvesikel (Apoptosekorper) (Blatt
und Glick, 2001). Mittels Lichtmikroskop konnte die Reduktion der Zellzahl der Jurkat-Zellen
dokumentiert werden. In den lichtmikroskopischen Aufnahmen wird eine abnehmende Zell-
dichte nach Mimetika Behandlung erkennbar. Im Vergleich zur Kontrolle, zeigen alle drei
Smac-Mimetika bereits nach 48 Stunden eine Reduktion der Zelldichte, wobei dieser Effekt
bei LBPS03 und -05 am starksten zu verzeichnen ist. Dies konnte ein weiterer Hinweis dafr

sein, dass Tumorzellen durch die Wirkung der Substanzen sterben.

b

GleichmaBige

F?nn, Grofle & Zellen geschrumpft, Lysis,
Farbung Chromatin fragmentiert

Abbildung 16: Darstellung von fragmentierten Zellkernen in Jurkat-Zellen mittels DAPI-Farbung

Die ausgewdhlten Aufnahmen zeigen reprasentative Areale. a: Negativkontrolle, nach 48-stiindiger Inkubation
mit 2%FCS Medium; b: Negativkontrolle, nach 48-stiindiger Inkubation mit Losungsmittel (DMSO). c: nach 48-
stiindiger Inkubation mit 50uM AT-406; d: nach 48-stiindiger Inkubation mit 10uM LBPS01; e: nach 48-stiindiger

Inkubation mit 10uM LBPS03; f: nach 48-stiindiger Inkubation mit 10uM LBPSO5;
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Abbildung 17: Lichtmikroskopische Evaluation der Wirkung von Smac-Mimetika auf die Jurkat-Zellen

Die Zellen wurden mit den jeweiligen Substanzen inkubiert und nach 2 Tagen erfolgte die Aufnahme der Veréan-
derungen der Zellen und der Zelldichte. Die ausgewdhlten Aufnahmen wurden in einer 10-fachen VergroRerung
aufgenommen und zeigen reprasentative Areale; a: Negativkontrolle, Aufnahme der mit 2% FCS Medium inku-
bierten Zellen; b: Negativkontrolle, Aufnahme der mit DMSO inkubierten Zellen. c: Aufnahme der mit 50uM AT-
406 behandelten Zellen. d: Aufnahme der mit 10uM LBPS01 behandelten Zellen. e: Aufnahme der mit 10uM
LBPS03 behandelten Zellen. f: Aufnahme der mit 10uM LBPSO5 behandelten Zellen.

3.3.2 Nachweis Apoptotischer Zellen mittels Aktivierung der Caspase-9- und

Caspase-3

Es konnte bereits gezeigt werden, dass LBPS01, -03 und -05 in Jurkat-Zellen zu einer Verande-
rung des Zellzyklusprofils flihren. Der subG1-Peak nimmt zu, was ein direkter Beweis fiir eine
Apoptose in der Zellpopulation darstellt. Da Caspasen eine zentrale Rolle in der Regulation der
Apoptose spielen und deren Aktivierung einen weiteren direkten Beweis fiir einen program-
mierten Zelltod darstellen, wurden Caspase Assays durchgefiihrt. Im Weiteren wurde getes-
tet, ob es nach Behandlung mit den Smac-Mimetika zu einer Reaktivierung von Caspase-3 und
-9 kommt.

Hierfir wurden 1,5*10%Zellen/ml in 12-well-Platten ausgesit und mit den Smac-Mimetika be-

handelt. Da DMSO als Losungsvermittler der Mimetika eingesetzt wurde, dienten mit 0,56%
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DMSO behandelte Zellen als Kontrolle. LBPS01, -03 und -05 wurden jeweils in einer Konzent-
ration von 10uM zu den Zellen gegeben, wobei 50uM AT-406 eingesetzt wurde. Die Zellen
wurden Uber einen Zeitraum von 48 Stunden inkubiert. AnschlieBend wurden die Jurkat-Zellen
mit den jeweiligen Caspasesubstraten versetzt. Es erfolgt eine enzymatische Spaltung der mit
dem Fluoreszenzfarbstoff markierten Caspasesubstraten zum Nachweis einer Caspase-9 und
-3 Aktivitat. Mittels durchflusszytometrischen Analysen bei einer Wellenlange von 530nm (Ka-
nal FL1) kann eine Caspase-Aktivierung in apoptotischen Zellen gemessen werden.

Betrachtet wurden sowohl unbehandelte Zellen zur Bestimmung der Eigenfluoreszenz als
auch die behandelten Zellen. Durch Setzen eines Polygons (R1) ist es moglich, die detektierte
Zellpopulation in einem Histogramm isoliert zu betrachten. Das Histogramm kann durch das
Einzeichnen von Gates (Analysefenstern) weiter untersucht werden. Zellen, die keine Caspase-
Aktivitat aufweisen, liegen in der ersten Zehnerpotenz, wobei Caspase-aktive Zellen in der

zweiten und dritten Zehnerpotenz liegen.

48



100 |
] AT-406 (50 uM) LBPSO1 (10 uM)
80
1 n=3 n=3
| 8,5+3,5% 51,5+1,3%
60 =
.3 J [%]
c ] =
=} =}
S 407 S
2077
0 T LN RALL | LN RALL | T YT LB ALY | AL R | T
-1 1 2 2
10 100 10 10 103 101 10 103
Caspase-9 Caspase-9
c d
100 | 100
5 J LBPS03 (10 uM) ( A\ LBPSO05 (10 uM)
80 7] o3 80 7] f \ L
1 36,1+7,3% 1 ) 25,5+3,9%
60 60 ‘I
2 . ) \
c -+
=) 1 S . |
o) . -
o 40 1 ol 40 ]
|
20 9 20 7
T e ot S — 0 = rrrr——rrrr——rre
- 9 " )
101 100 101 107 103 101 100 101 107 103
Caspase-9 Caspase-9

Abbildung 18: Durchflusszytometrische Untersuchungen zur intrazelluldren Caspase-9 Aktivierung in AT-406,

LBPS01-, LBPS03- und LBPS05-behandelten Jurkat-Zellen

Dargestellt ist die Anzahl der Zellen (y-Achse) versus intrazelluldrer Caspase-9 Aktivitat (x-Achse) gemessen im
Kanal FL1 bei 530nm. Die Negativkontrolleistin a), b) c) und d) jeweils als dunkelgraues Histogramm zu erkennen.
Jurkat-Zellen wurden (ber einen Inkubationszeitraum von 48 Stunden mit entsprechenden Substanzen behan-
delt und die intrazelluldre Aktivierung der Caspasen mit Hilfe des Caspase-Staining-Kits von Promokine am Durch-

flusszytometer bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus unabhéngigen Versuchen (n=3).
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Abbildung 19: Durchflusszytometrische Untersuchungen zur intrazelluldren Caspase-3 Aktivierung in AT-406,

LBPS01-, LBPS03- und LBPS05-behandelten Jurkat-Zellen

Dargestellt ist die Anzahl der Zellen (y-Achse) versus intrazelluldrer Caspase-9 Aktivitat (x-Achse) gemessen im
Kanal FL1 bei 530nm. Die Negativkontrolle ist in a), b) c) und d) jeweils als graues Histogramm zu erkennen Jurkat-
Zellen wurden Uber einen Inkubationszeitraum von 48 Stunden mit entsprechenden Substanzen behandelt und
die intrazelluldre Aktivierung der Caspasen mit Hilfe des Caspase-Staining-Kits von Promokine am Durchflusszy-

tometer bestimmt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus unabhangigen Versuchen (n=3).

Anhand der Histogramme wird deutlich, dass bei allen getesteten Mimetika sowohl eine Re-
aktivierung der Caspase-3 wie auch der Caspase-9 stattfinden. Dabei zeigt Caspase-9 eine ge-

ringere Aktivitat als Caspase-3.
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Abbildung 18) zeigt die Caspase-9 Aktivitat der Jurkat-Zellen durch Mimetikaeinfluss nach
einer Inkubationszeit von 2 Tagen. Die unbehandelten Zellen wiesen eine minimale Caspase-
9 Aktivitat auf. Bei dem AT-406 bewirkten 50 uM eine Caspase-9 Aktivierung von 8,5+3,5%.
Das Smac-Mimetikum LBPSO1 kann bei 51,5+1,3% Caspase-9 Aktivitat herrvorrufen. LBPSO3
zeigte eine Caspase-9 Aktivitdt von 36%7,3%. Bei LBPSO5 wurde am geringsten Caspase-9
Aktivitat nachgewiesen.

In Abbildung 19) wird die Aktivierung der Effektorcaspase-3 in Jurkat-Zellen durch Einfluss von
drei zellzahlreduzierenden Smac-Mimetika in einer Konzentration von 10 uM getestet.
Ebenso wird auch die im Proliferationsassay etablierte Positivkontrolle AT-406 in der
Konzentrationen mit 50 uM auf ihre Fahigkeit Caspase-3 zu aktivieren untersucht. AT-406
bewirkte eine Caspase-3 Aktivitdt von 23,3+2,4%. Durch den Einfluss der Mimetika konnte in
allen Zellen Capsase-3 Aktivitdt nachgewiesen werden. LBPSO1 und 03 zeigten den starksten
Effekt. Bei LBPSO1 wiesen 52,6+11,3% der Zellen eine Caspase-3 Aktivitat auf. Bei LBPSO3
waren es 56+14,5% und bei LBPSO5 44,7+0,5% der Zellen, wo Caspase-3 Aktivitat

nachgewiesen werden konnte.

3.3.3 Expression von XIAP und clAP1 in Jurkat-Zellen und deren Degradation nach

Behandlung mit Smac-Mimetika

Das Ziel der neu entwickelten Smac-Mimetika ist die Hemmung der wichtigsten Vertreter der
IAPs; XIAP, clAP1 und clAP2. Insbesondere XIAP spielt hierfiir eine entscheidende Rolle, da es
zu einer fehlerhaften Uberaktivierung und damit zur Hemmung der Caspasen kommt. Die
Smac-Mimetika wurden so synthetisiert, dass sie das AVPI-Motiv von Smac nachahmen, an
die BIR-Domane der IAPs binden und damit inaktivieren, sodass die Zelle wieder in die
Apoptose eintreten kann. Dieser Prozess sollte daher zu einer Ubiquitinilierung mit anschlie-
Render Degradation der IAPs flihren. Es konnte bereits gezeigt werden, dass AT-406 in MDA-
MB-231 Zellen eine Degradation von clAP1 bewirkt (Cai et al., 2011). Uber ein Quantifizie-
rungsverfahren kdnnen Proteinbanden des ,protein of interest” relativ zu Proteinbanden ei-
nes Housekeeping-Gens, betrachtet werden, so dass Aussagen Uber den Expressionslevel der

IAPs in Folge von Mimetikaeinfluss getroffen werden kdnnen. Im Folgenden sollen die Jurkat-
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Zellen auf eine Expression von XIAP und clAP1 untersucht werden. Mittels Western-Blot-Ana-
lysen soll festgestellt werden, ob es unter der Behandlung der Smac-Mimetika zu einer Degra-
dation der IAPs kommt. Das Zeitfenster wurde in Anlehnung an die vorher durchgefiihrten
Versuche gewihlt. Daher wurden im Folgenden Jurkat-Zellen fiir zwei Tage mit den neuartigen
Smac-Mimetika inkubiert. Hierfiir wurden 1,5*10% Zellen/ml in 6-well-Platten ausgesit und
mit den Substanzen behandelt. LBPS03 wurde jeweils in einer Konzentration von 1uM und
10uM zu den Zellen gegeben, wobei 50uM AT-406 eingesetzt wurde. Anschliefend wurden
Proteinproben hergestellt und im , Western Blot“ auf die Expression des XIAP und clAP1 un-
tersucht.

Flr diese Versuche wurde zunachst das LBPS03 verwendet. Aufgrund der limitierten Mengen
an Mimetika und Zeit, soll zunachst anhand des LBPS03 die zu vermutende Degradation der
IAPs gezeigt werden. Das LBPSO3 konnte tumorzelllinientibergreifend eine Zunahme der hy-
podiploiden Zellen sowie eine deutliche Reaktivierung der Caspasen-3 und -9 bewirken und

stellt somit ein vielversprechendes Smac-Mimetikum dar.
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Abbildung 20: IAP- Proteinexpression und deren Degradation nach Behandlung mit Smac-Mimetika in Jurkat-

Zellen

Western-Blot-Analyse zur Bestimmung der Expression von XIAP/clAP1. Analysiert wurde der relative Anteil von
XIAP und clAP1 im Vergleich zu GAPDH nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden mit 50uM AT-406 und
LBPS03 in einer Konzentration von 1pM und 10puM. 70 pg Gesamtprotein wurden in einer 15%-igen SDS-PAGE
elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit einem Anti-XIAP- und Anti-clAP1-Antikdrper und dem
entsprechenden Sekundarantikorper inkubiert. Die Detektion von GAPDH wurde zur Veranschaulichung ver-
gleichbarer Proteinladungsmengen eingesetzt. Dargestellt sind die Mittelwerte aus unabhangigen Versuchen

(n=3).

Wie Abbildung 20) zeigt, konnte die spezifische XIAP- und clAP1-Bande mit dem apparenten
Molekulargewicht von jeweils 53 kDa und 62 kDA in den Jurkat-Zellen detektiert werden. Der
Abgleich mit GAPDH demonstriert, dass aquivalente Proteinmengen aufgetragen wurden. Es
bestatigt sich die Angabe aus der Literatur, dass AT-406 auch bei den Jurkat-Zellen eine De-

gradation von clAP1 hervorruft. Die Western Blot Daten nach 48 Stunden zeigen sowohl unter
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der Behandlung vom AT-406 als auch unter der Behandlung von LBPS03 eine verminderte Ex-
pression von XIAP und clAP1. Mit LPBSO3 behandelte Jurkat-Zellen weisen eine konzentrati-
onsabhdngige Degradation der IAPs auf, wobei clAP1 insgesamt starker degradiert wird als
XIAP. Bei einer Inkubation mit LBPSO3 in einer Konzentration von 1uM ist die XIAP Expression
um 4% und die clAP1 Expression um 7% vermindert. Bei 10uM ist die Expression jeweils um
ein weiteres Prozent vermindert. Es bestatigt sich auch hier, dass AT-406 bei den Jurkat-Zellen
eine signifikante Degradation von clAP1 hervorruft. Vergleicht man die Expression von clAP1
in den mit AT-406 behandelten Zellen mit der Kontrolle, so ist diese um ca. 14% vermindert.

Um weitere Tendenzen und Ergebnisse zu erlangen, wurde der Versuch auch mit LBPS05
durchgefiihrt. Die dargestellten Ergebnisse zeigen erste Hinweise zur Expression von
XIAP/cIAP1 nach einer Behandlung mit dem Mimetikum LBPS05. Ahnlich wie unter der Be-
handlung mit LPBSO3 kommt es auch hier zu einer verminderten Expression von XIAP und
clAP1. Die clAP1-Bande nach AT-406 Behandlung ist schwach erkennbar, wobei die Protein-
banden unter der Behandlung von LPBSO5 nicht nur eine, sondern zwei schwache clAP1-Ban-

den aufweisen.
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Abbildung 21: IAP- Proteinexpression und deren Degradation nach Behandlung mit Smac-Mimetika in Jurkat-

Zellen

Western-Blot-Analyse zur Bestimmung der Expression von XIAP/clAP1. Analysiert wurde der relative Anteil von
XIAP und clAP1 im Vergleich zu GAPDH nach einer Behandlungsdauer von 48 Stunden mit 50 pM/ml AT-406 und
LBPSO3 in einer Konzentration von 1 uM/ml und 10 uM/ml. 70 ug Gesamtprotein wurden in einer 15%-igen SDS-
PAGE elektrophoretisch aufgetrennt und im Western Blot mit einem Anti-XIAP- und Anti-clAP1-Antikorper und
dem entsprechenden Sekundarantikorper inkubiert. Die Detektion von GAPDH wurde zur Veranschaulichung
vergleichbarer Proteinladungsmengen eingesetzt. Aufgrund geringer Verflgbarkeit und langer Lieferzeiten der

Substanzen konnte dieser Versuch nicht reproduziert werden.

34 Applikation von TRAIL und AT-406

In der aktuellen Forschung finden Kombinationsbehandlungen von Smac-Mimetika und In-
duktoren viel Aufmerksamkeit und Anwendung. Um einen méglichst hohen synergistischen
Apoptose-Effekt durch die kombinierte Behandlung der Jurkat-Zellen mit einem Mimetikum
und TRAIL zu erzielen, wurde ermittelt nach welcher Behandlungsdauer der Induktor den
groflten Effekt auf die Zellen hat und ab wann diese Wirkung wieder nachldsst. Auch hierfir

wurden Pl-Assays durchgefihrt. Hierzu wurden 2*10° Zellen/ml auf 12-well-Platten ausgesét.
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Behandelt wurden die Zellen jeweils mit 25ng/ml TRAIL. Zur Kontrolle wurden Zellen mit 2%
FCS Medium inkubiert.

Mit zunehmender Inkubationsdauer kommt es zu einer signifikanten Verschiebung des Zell-
zyklusprofils bei den mit TRAIL behandelten Zellen. Im Vergleich zur Kontrolle sind nach einer
6-stlindigen Inkubationszeit bereits doppelt so viele Zellen im subG1-Areal. Die Anzahl der mit
TRAIL behandelten apoptotischen Zellen nimmt mit langerer Inkubationsdauer zu. Die Ver-
schiebung des Zellzyklusprofils in Richtung des subG1-Peaks erreicht nach 24 Stunden im Ver-
gleich zu den Kontrollzellen ihr Wirkungsmaximum. Dies konnte mittels der direkten Zellzah-

lung bestatigt werden.
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Abbildung 22: Bestimmung der Apoptosehaufigkeit in Jurkat-Zellen ausgeldst durch die Behandlung mit TRAIL

im zeitlichen Verlauf.

Jurkat-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 6 bis 24 Stunden mit TRAIL in einer Konzentration von 25ng/ml
UM behandelt. Der subG1-Peak wurde mittels durchflusszytometrischer Analysen von Zellen mit einem hypodip-
loiden DNA-Gehalt bestimmt (nach Nicoletti). Als Kontrolle dienten unbehandelte Jurkat-Zellen. Dargestellt sind

die Mittelwerte aus unabhéngigen Versuchen (n=3).

Nachdem anhand von durchflusszytometrischen Messungen nach Nicoletti die optimale Inku-

bationsdauer von AT-406 und TRAIL ermittelt werden konnte, wurde eine Kombinationsbe-
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handlung der Jurkat-Zellen durchgefiihrt. Hierzu wurden die zuvor anhand der PI-Assays er-
mittelten Zeitpunkte zu Grunde gelegt. Jurkat-Zellen wurden auf 12-Well-Platten in einer Zell-
zahl von 5*10* Zellen/ml ausgesat und ber 4 Tage mit AT-406 behandelt. Am dritten Tag
wurden die Zellen fir die weiteren 24 Stunden zusatzlich mit TRAIL behandelt. Des Weiteren
folgten Behandlungen mit den Kontrollsubstanzen, um deren Effekt auf die Zellen zu untersu-
chen. Es wurden AT-406 Konzentrationen von 5uM und 25uM eingesetzt und nicht wie in den
anderen Versuchen 50uM. Die niedrigeren AT-406 Konzentrationen wurden gewahlt, um die
unterschiedlichen Effekte der einzelnen Substanzen besser sichtbar machen zu kénnen. Die
dargestellten Ergebnisse konnen als richtungsweisend fiir eventuelle Kombinationsbehand-

lungen mit TRAIL und Smac-Mimetika angesehen werden.
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Abbildung 23: Die Wirkung von 5uM AT-406 in Kombination mit 25ng/ml TRAIL auf die Anzahl apoptotischer

Jurkat-Zellen

Jurkat-Zellen wurden Uber einen Zeitraum von 96 Stunden mit einer Konzentration von 5uM AT-406 inkubiert,
nach 72 Stunden erfolgte die Zugabe von 25ng/ml TRAIL. Zusatzlich wurden Jurkat-Zellen isoliert mit den genann-
ten Substanzen inkubiert. Der subG1-Peak wurde mittels durchflusszytometrischer Analysen von Zellen mit ei-
nem hypodiploiden DNA-Gehalt bestimmt (nach Nicoletti). Als Kontrolle wurden Zellen mit DMSO und PBS inku-

biert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhdngigen Versuchen.
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Abbildung 24: Die Wirkung von 25uM AT-406 in Kombination mit 25ng/ml TRAIL auf die Anzahl apoptotischer

Jurkat-Zellen

Jurkat-Zellen wurden {ber einen Zeitraum von 96 Stunden mit Konzentrationen von 25uM TRAIL, 25uM AT-406
und als Kombinationsbehandlung mit beiden genannten Substanzen inkubiert. Der subG1-Peak wurde mittels
durchflusszytometrischer Analysen von Zellen mit einem hypodiploiden DNA-Gehalt bestimmt (nach Nicoletti).
Als Kontrolle wurden Zellen mit DMSO und PBS inkubiert. Dargestellt sind die Mittelwerte aus zwei unabhangigen

Versuchen.

Durch die Behandlung der Jurkat-Zellen mit TRAIL, sowie durch die Behandlung dieser Zellen
mit TRAIL in Kombination mit dem Mimetikum AT-406 und der AT-406-Kontrolle kommt es zu
einer Verschiebung des Zellzyklus in Richtung subG1-Phase. Bei einer Konzentration von 25uM
AT-406 weist die Kombinationsbehandlung keinen signifikanten Unterschied zur Monothera-
pie mit AT-406-Kontrolle auf. Erst bei Verwendung einer niedrigeren AT-406 Konzentration
wird eine Zunahme des subG1-Peak im Vergleich zu einer AT-406-Monotherapie sichtbar.

Aufgrund von Problemen beziglich Verfligbarkeit und Lieferungszeit konnten diese Versuche

nicht mit den Mimetika weitergefiihrt werden.
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4 Diskussion

In mehrzelligen Organismen werden mutierte oder Zellen, die fehlerhafte Information bein-
halten und wenn der Schaden irreparabel ist, durch Apoptose beseitigt. Dieser Prozess ge-
wahrt einen gesunden und Uberlebensfahigen Organismus. Die Resistenz von Zellen gegen-
Uber Apoptose beschrieben Hanahan und Weinberg in ,Hallmark of Cancer” (2011) als signi-
fikantes Kennzeichen in der Tumorentstehung. Apoptose ist einer der meist erforschten pro-
grammierten Zelltode und gliedert sich in zwei Hauptsignalwege, der todesrezeptorvermit-
telte (extrinsische) und der mitochondriale (intrinsische) Signalweg. Wichtigste Mediatoren
sind die Caspasen. IAPs kdnnen an Caspasen binden und deren Aktivitat inhibieren. Das anti-
apoptotische Protein XIAP kann (iber seine BIR2- beziehungsweise BIR3-Domane mit den
Caspasen-3/-7 sowie der Caspase-9 interagieren und unterdriickt die proapoptotische Funk-
tion der Caspasen (Deveraux et al., 1997). Andere zellulare IAPs (c-IAP1/2) inhibieren dagegen
indirekt die Caspaseaktivitat, indem sie die Kinase RIP1 durch K63-Ubiquitinketten kennzeich-
nen und den kanonischen NF-kB-Signalweg aktivieren. Eine dauerhafte Aktivierung des NF-kB-
Signalwegs fuhrt wiederum zu malignem Zellwachstum bei Menschen und fordert Tumorge-
nese, Tumorentwicklung und Metastasierung (Bertrand et al., 2008; Varfolomeev et al., 2008).
Akute lymphatische Leukidmie ist die hiufigste maligne Erkrankung im Kindesalter. Die Uber-
lebensrate erreicht in etwa 75—-80%. Dennoch erleiden circa 20% der betroffenen Kinder einen
Ruckfall mit einer schlechten Prognose aufgrund von Resistenzen gegeniiber herkdmmlichen
Medikamenten (Vrooman et al., 2009). In vielen Tumorzellen ist die Uberexpression von IAPs
in Verbindung mit Therapieresistenz gegeniber etablierten Verfahren ein entscheidender
Faktor. Es gilt neue Therapieformen zu finden, welche Tumorzellen dazu befahigt Apoptose
einzuleiten ohne toxische Effekte auf gesunde Zellen. Somit hat in den letzten Jahren die ziel-
gerichtete Therapie, ,Targeted Therapie” immer mehr an Bedeutung gewonnen. Das mito-
chondriale Smac-Protein wird bei Apoptosestimuli in das Zytoplasma freigesetzt und bewirkt
eine Antagonisierung der IAP. In vielen Tumorzellen sind IAPs liberexprimiert, sodass diese
einen guten Angriffspunkt in der Krebstherapie darstellen, wahrend normale Zellen, die die
IAPs nicht Gberexprimieren unbeschadigt bleiben (Hui et al., 2010). Daher bieten Smac-Mime-
tika und ihre abgeleiteten Strukturen neue therapeutische Moglichkeiten IAP-vermittelt Re-

sistenzen zu (iberkommen und Apoptose in Leukdamiezellen gezielt und effektiv einzuleiten.
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Carosati und Kollegen (2015) identifizierten mittels liganden-basiertem virtuellen Screening
neue potentielle nicht-peptidische Substanzen, die das AVPI-Motiv von Smac nachahmen und
mit BIR-Domanen von IAPs interagieren konnen. Zu dem Zeitpunkt meiner Arbeit wurden 31
mogliche IAP-Antagonisten identifiziert. Im Rahmen einer Kooperation wurden uns diese Sub-
stanzen zur Verfligung gestellt. In dieser Dissertation wurden Methoden etabliert, die es er-
lauben die Wirkung von finf dieser monovalenten Smac-Mimetika auf die Zellproliferation
von Jurkat-Zellen zu testen. Als Referenzsubstanz diente das AT-406, welches auch zur Unter-
suchung von synergistischen Effekten von Kombinationsbehandlungen mit einem Induktor ge-
nutzt wurde. Ein weiterer wichtiger Aspekt dieser Arbeit bestand darin, erste Hinweise (iber
die Zelltodmechanismen der im Proliferationsassay effektiv eingestuften Smac-Mimetika

LBPS01, -03 und -05 zu erlangen.

4.1 AT-406, ein Smac-Mimetikum als Positivkontrolle induziert den Zelltod in den Jurkat-

Zellen

Zunachst war es notwendig eine geeignete Positivkontrolle als Referenzsubstanz fiir die neuen
Smac-Mimetika zu etablieren. Das AT-406, ein monovalentes Smac-Mimetikum, imitiert das
AVPI-Motiv von Smac und interagiert mit der BIR3-Domane von XIAP, clAP1 und clAP2. In ver-
schiedenen Tumorzelllinien inhibiert AT-406 weiteres Wachstum. Aufgrund von Experimenten
mit AT-406 konnte gezeigt werden, dass dieses Mimetikum das Absterben von MDA-MB-231
Zellen mittels Apoptose zeit- und konzentrationsabhangig fordert (Cai et al., 2011).

In dieser Arbeit wurde die Wirkung des AT-406 auf eine Leukamie-Zellline (Jurkat-Zellen) un-
tersucht. Das AT-406 konnte erfolgreich als Positivkontrolle etabliert werden. Die in der Lite-
ratur aufgezeigte Inhibition der Proliferation konnte fiir diese Zelllinien bestatigt werden. Das
AT-406 zeigt eine konzentrationsabhangige Wirkung. Die grofSte und auch konzentrationsab-
hangige Wirkung auf die Proliferation des AT-406 ist nach 96 Stunden nachweisbar. Uberein-
stimmend mit den antiproliferativen Effekten ist die konzentrationsabhangige Zunahme des
hypodiploiden DNA-Gehalts der mit AT-406 inkubierten Zellen. In den Versuchen konnte ge-
zeigt werden, das AT-406 die relative Uberlebensrate der Jurkat-Zellzahl nach einer Wirkungs-

dauer von 4 Tagen bei Konzentrationen von 50 uM und 100 pM jeweils auf 60+£5,0% und
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50+14,4% reduziert. Auch nach 72 h ist bereits der Einfluss des Mimetikums auf die Zellprolife-
ration sichtbar. Jedoch anders als bei MDA-MB-231 Zellen, wo bereits 1 uM einen signifikan-
ten Effekt zeigte, fliihrten 10 uM bei Jurkat-Zellen nur zu einer minimalen Reduktion der Zell-
zahlen. In Nierenkarzinomzellen konnten dhnliche antiproliferative Effekte bei Inkubations-
dauern von 4 Tagen und héheren Konzentrationen von 50 uM und 100 uM beobachtet werden
(Stevens, 2013). Des Weiteren fiihrte in Jurkat-Zellen eine Substanzkonzentration von 10 uM
zu einem Anstieg der Lebendzellzahl vom 3. auf den 4. Tag. In Nierenkarzinomzellen wurde in
dieser Substanzkonzentration auch ein Anstieg der Zelldichte erfasst (Stevens, 2013). Ahnliche
proliferationssteigernde Effekte bei einer geringen Konzentration wurden auch in anderen
Krebszelllinien mit Smac-Mimetika beobachtet. Beispielsweise fiihrte SM-164 in HepG2 und
SMMC-7721-Zellen zunichst zum Anstieg der Uberlebensrate und reduzierte sich dann mit
zunehmender Konzentration wieder (Zhang et al., 2012). Wodurch diese Effekte hervorgeru-
fen werden, ist nicht bekannt. Bei der Zulassung der Smac-Mimetika konnte dies ein wichtiger
Faktor sein, denn zum einen missen die gewdhlten Konzentrationen hoch genug sein um an-
tiproliferative Effekte zu induzieren und gleichzeitig sollten sie keinen toxischen Einfluss auf
gesunde Zellen haben. Umso entscheidender ist die Bestimmung einer Substanzkonzentra-
tion, welche diese Aspekte beriicksichtigt. Nicht alle Substanzen kénnen in niedrigen, vertrag-
lichen Konzentrationen per se antiproliferative Effekte induzieren. Eine Kombinationsbehand-
lung mit einem Induktor kénnte dazu fihren, dass zum einen der Prozess des Zelltodes be-
schleunigt wird und zum anderen geringere Konzentrationen der Substanzen notwendig wa-
ren um Apoptose in Tumorzellen einleiten zu kénnen. Das AT406 wird aktuell in einer rando-
misierten, doppelblinden, placebokontrollierten klinischen Studie der Phase 3 in Kombination

mit Chemo- und Radiotherapie eingesetzt (https.//clinicaltrials.gov).

4.2 Die Smac-Mimetika LBPS01, -03 und -05, nicht aber LBPS02 und LBPS06 zeigen eine

signifikante Wirkung auf die Zellproliferation in Jurkat-Zelle

Ein wesentlicher Teil der folgenden Arbeit war es, den Einfluss der bisher nicht charakterisier-

ten Smac-Mimetika LBPS01, -02, -03, -05 und -06 auf die Zellproliferation zu untersuchen. Dar-

Uber hinaus sollte bei einem eintretenden Effekt der Wirkmechanismus analysiert werden.
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Zusatzlich konnte in weiterflihrenden Arbeiten nachgewiesen werden, dass normale Zellen
durch die Behandlung von Smac-Mimetika unbeschadet blieben (Carosati et al., 2015).

Im Rahmen meiner Dissertation erfolgte zundchst eine Vorauswahl der 31 zur Verfiigung ste-
henden Substanzen. Es wurden zunachst LBPS01, -02, -03, -05 und -06 in einem Proliferations-
assay getestet und die erfolgversprechendsten Verbindungen fiir weitere Versuche verwen-
det.

Im ersten Screening wurden flinf potentielle Smac-Mimetika getestet, von denen drei signifi-
kant die Zellzahl in Jurkat Zellen reduzierten. Smac-Mimetikum LBPSO1, -03 und -05 wurden
als die Substanzen mit der starksten Wirkung auf die Zellproliferation identifiziert (van den
Héfel et al., 2014; Carosati et al. 2015). Bereits bei einer verwendeten Konzentration von 10
UM sank die Lebendzellzahl nach einer Wirkungsdauer von drei Tagen signifikant um ca. 60
bis 70%. Bei einer Konzentration von 1 uM zeigen nur Mimetika LBPS02, LBPS03 und LBPS05
eine Wirkung auf die Reduktion der Zellzahlen, jedoch weitaus geringer als bei 10 uM. Eine
konzentrationsabhdngige Wirkung auf die Proliferation von Jurkat-Zellen konnte bei LBPSO1,
LBPSO3 und LBPSOQ5 festgestellt werden. Mit steigender Substratkonzentration konnte die Le-
bendzellzahl signifikant gesenkt werden. LBPS01 zeigt bei 1 UM keine nennenswerten Effekte,
jedoch verringert sich die Zellzahl bei einer Konzentration von 10 uM auf etwa 33+8,3%. Die
Wirkungen der Substanzen LBPS03 und- 05 verdoppelte sich bei einer Steigerung der Konzent-
ration von 1 uM auf 10 uM. In anderen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass LBPS03 in einer
hoheren Dosis zum Beispiel bei 50 uM in Nierenkarzinomzellen keine weiteren nennenswer-
ten Effekte erzielt. Vermutlich ist bereits bei 10 uM eine Sattigung der Wirkung erreicht. Viel-
mehr fihrte eine hohere Konzentration bei LBPS03 zum Ausfallen im Medium (Steven, 2013).
LBPS02 zeigt bei 1 uM eine leichte Reduktion der Lebendzellzahl, allerdings konnte dies bei 10
MM nicht weiter gesteigert werden. Aufgrund von geringen Substanzmengen, langen Liefe-
rungszeiten und zum damaligen Zeitpunkt zelllinienlibergreifenden geringen Effekten, wurde
in dieser Arbeit keine weiteren Versuche mit dem LBPS02 durchgefiihrt. Passend zu den ge-
wonnen Proliferationsdaten konnte der niedrigste 1Cso- Wert flir LBPSO3 ermittelt werden.
Hierfir wurden die Zellen, anders als in dieser Arbeit, (iber 96 Stunden mit den jeweiligen
Smac-Mimetikum inkubiert. Des Weiteren wurden Konzentrationen bis 50 uM verwendet (Ca-
rosati et al., 2015).

Ahnlich wie bei dem AT406 in geringeren Konzentrationen wurde bei dem Mimetikum LBPS06

bei Konzentrationen von 1 uM und 10 pM ein Anstieg der Zellproliferation vermerkt. Ahnliche
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Effekte wurden in einigen anderen Studien wie bei LBW242 verzeichnet (Weisberg et al.,
2007). Eine Moglichkeit das antiproliferative Potential von LBPS06 oder anderen schwach
wirksamen Smac-Mimetika, wie auch AT-406 erneut zu testen, ware in Kombination mit einem
Induktor. Beispielswiese werden bereits Smac-Mimetika BV6, LBW242, GDC-0152 und Birina-
pant in Kombination mit Chemotherapeutika, Todesrezeptor-Agonisten, Radiotherapie, Sig-
naltransduktionsinhibitoren oder Immunstimuli bei einigen Tumorerkrankungen erfolgver-
sprechend eingesetzt (Fulda, 2015). Auch kénnte versucht werden eine noch langere Behand-
lungsdauer zu wahlen. Bei Nierenkarzinomzellen konnte bereits ein Zusammenhang zwischen
Wirkeffektivitat und Behandlungsdauer festgestellt werden. In Nierenkarzinomzellen benoti-
gen Smac-Mimetika eine Mindestinkubation von 24 Stunden um ihr antiproliferatives Poten-
tial zu entfalten. Dies konnte mit zellzyklusphasen-spezifischen Effekten oder mit der Penet-
ration Uber die Plasmamembran zusammenhéangen (Stevens, 2017). Auch bei Jurkat-Zellen
konnte eine Zunahme der Wirkung mit zunehmender Inkubationszeit festgestellt werden.

Zu dem Zeitpunkt der hier durchgefiihrten Versuche, zeigten die drei Smac-Mimetika LBPSO1,
LBPSO3 und LBPSO5 eine Wirkung die zelltypunabhangig waren. Vermutlich gehéren die Mi-
metika LBPSO1, LBPSO3 und LBPSO5 zu einer Minderheit von Substanzen, die zelllinientber-
greifend bereits per se im mikromolaren Bereich gute antiproliferative Effekte in Tumorzellen

aufweisen (Stevens et al., 2014; van den Héfel et al., 2014; Carosati et al., 2015).

4.3 Die Smac-Mimetika LBPS01, LBPS03 und LBPS05 l6sen den Zelltod in den Jurkat-Zel-

len aus

Die neu synthetisierten Smac-Mimetika LBPSO1, -03 und -05 zeigten bereits eine konzentrati-
ons- und zeitabhangige Inhibition der Zellproliferation. In den letzten Jahren wurden sehr viele
Bemihungen in die Entstehung von sowohl potenten monovalenten als auch bivalenten
Smac-Mimetika investiert. Bivalente Mimetika bestehen aus zwei monovalenten Einheiten,
die Giber eine chemische Linkerstruktur verbunden sind (Ndubaku et al., 2009). Der Vorteil
dieser Strukturen gegenliber monovalenten Mimetika besteht in ihrer héheren Bindungsaffi-
nitdt zu IAPs. Ein entscheidender Nachteil dieser bivalenten Strukturen ist die erschwerte
orale Applikation. Somit missten diese Mimetika intravents gegeben werden, was bei regel-

maRiger Einnahme sehr hinderlich sein kann (Sun H. et al., 2008; Fulda/ Vlucic, 2012). Bis heute
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wurden einige vielversprechende Verbindungen entwickelt (Sun W. et al. 2009). Insbesondere
das AT-406, welches in dieser Arbeit als Positivkontrolle verwendet wird, zeigte erste Erfolge
(Cai et al. 2011). Auch die Arbeitsgruppen Hashimoto et al. (2013) und Flygare et al. (2012)
berichten Uber vergleichbar wirkende neuere potentere Verbindungen.

Als weiterer Baustein dieser Arbeit galt es erste Erkenntnisse bezliglich des Zelltodsignalwegs
zu erlangen. Als kennzeichnend fir ein apoptose-ahnlichen Zelltodsignalweg wurden mittels
durchflusszytometrischen Untersuchungen die Anzahl hypodiploider Zellen bestimmt. Die Er-
gebnisse zeigen eine zeitabhangige Zunahme der Apoptosehaufigkeit durch die verwendeten
Smac-Mimetika. Die Applikation von LBPSO1 rief in Jurkat-Zellen die starkste Apoptoserate
hervor. Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen in LBPSO1-stimulierten Zellen lag nach 48
Stunden bei 42,2+1,6% und nach 72 Stunden bei 45,4+1,1%. Eine signifikante Zunahme
apoptotischer Zellen im Vergleich zur Kontrolle wurde des Weiteren durch LBPS03 beobach-
tet. Mit zunehmender Inkubationsdauer stieg die Anzahl der Zellen mit einem hypodiploiden
DNA-Gehalt nach 48 Stunden auf 15,4+2,7% und nach 72 Stunden auf 3243,9% an. Im Ver-
gleich zu kontrollbehandelten Zellen stieg die Anzahl apoptotischer Zellen durch LBPSO5 nach
48 Stunden um 2,7%0,5% und nach 72 Stunden um 4,0%2,7%.

Der Zelltod Aktivator LBPSO5 steigerte die Anzahl apoptotischer Zellen am geringsten (Carosati
et al., 2015). In ClearCa-2-Zellen sprechen die Ergebnisse dafiir, dass LBPSO5 einen Nekrop-
tose-ahnlichen Zelltod induziert. Die Zunahme des hypodiploiden DNA-Gehalts durch LBPS01
und LBPS03 steht in Ubereinstimmung mit den Daten, die in Nierenzellkarzinomen beobachtet
werden konnten (Stevens, 2017). Vergleichbare Wirkungen der Substanzen sowohl in adha-
renten wie auch in suspensiven Tumorzellen konnten auf eine sehr dhnliche Wirkweise hin-
deuten. In einer weiteren Arbeit konnte die héchste Zunahme an hypodiploiden DNA-Gehalt
in LBPS03-behandelten Jurkat-Zellen nachgewiesen werden (Carosati et al., 2015). Hierfir
sprechen auch die ICso-Werte (van den Héfel et al., 2014, Carosati et al., 2015). Die Substanz
LBPSO3 erzielte den geringsten ICso- Wert mit einer Konzentration von 0,7+0,1 uM. LBPS05
induziert bei einer Konzentration von 5,9+2,2 uM eine halbmaximale Inhibierung des Tumor-
wachstums und LBPSO1 bei 7,4+2,3 uM. Diese Werte wurden nach einer Inkubationszeit von
96 Stunden und Konzentrationen bis zu 50 uM ermittelt (Carosati et al., 2015). Im Vergleich
wurden auch kommerziell erhiltliche Smac-Mimetika auf das Uberleben von Jurkat-Zellen ge-
testet. Der niedrigste ICso- Wert erzielte GDC-0152 mit einer Konzentration von 33,5%4,5 uM.
Flr AT-406 und Birinapant verhielten sich die IC50-Werte dhnlich mit 54,4+15,1 uM und
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51,143,6 uM (Carosati et al., 2015). In ClearCa-2-Zellen konnten fiir die kommerziell erhaltli-
chen Substanzen vergleichbare Ergebnisse erzielt werden. So wie in Jurkat-Zellen, wo LBPS03
den geringsten ICso- Wert aufweist, zeigte LBPSO3 in Nierenkarzinomzellen die hdchste Wir-
kungsweise mit einem ICso- Wert von 1,5+0,4 uM (Stevens, 2017). Dennoch konnten einige
Mimetika mit hoheren ICso- Werten in einer Kombinationsbehandlung effektiv das Zellliberle-
ben bei deutlich geringeren Konzentrationen reduzieren. So zeigte das LBW242 in Ovarialkar-
zinomzellen eine moderate proapoptotische Wirkung welche durch eine Kombinationsbe-
handlung mit TRAIL verstarkt werden konnte (Petrucci et al., 2012). Im Vergleich zu vielen
anderen Mimetika, zeichnen sich LBPS01, -03, und -05 dadurch aus, dass sie bereits per se im
mikromolaren Bereich proapoptotische Wirkungen aufweisen. Somit wiirde eine Kombinati-

onstherapie vermutlich keinen weiteren Vorteil erbringen.

Zur weiteren Aufschliisselung der molekularen Mechanismen welche durch die Mimetika in-
duziert werden, wurden die Aktivitaten der Caspasen-9 und -3 getestet. Alle drei getesteten
Mimetika reaktivieren nach einer 48-stiindigen Inkubationszeit mit den einzelnen Substanzen,
Caspase-3 starker als Caspase-9. LBPSO1 zeigt nur eine minimal hohere Aktivierung der
Caspase-3. LBPS03 kann Caspase-3 am starksten reaktivieren. Wohingegen eine Caspase-9 Re-
aktivierung insbesondere bei LBPSO01 behandelten Zellen auftritt (Carosati et al., 2015). In Ju-
rkat-Zellen bewirken LBPSO1 und LBPSO3 einen zeitabhangigen Anstieg der intrazelluldren Ak-
tivierung der Initiatorcaspasen-8 und -9 (Carosati et al., 2015). Womoglich sind sowohl der
intrinsische als auch der extrinsische Signalweg am Apoptoseprozess beteiligt.

Zellen die mit der Substanz LBPSO5 inkubiert wurden, erzielten nur eine geringe Caspase-8/-9
Aktivierung (Carosati et al., 2015). In dieser Arbeit weist LBPSO5 von allen Mimetika, die ge-
ringste Caspase-3 und-9 Aktivierung auf. Nierenkarzinomzellen, welche mit LBPSO5 behandelt
wurden, bewirkten keine Prozessierung der Caspase-8 in ihre aktive Form, noch wurden
Caspase-spezifische Substrate proteolytisch gespalten. Zumindest beim Nierenzellkarzinom
liegt die Vermutung nahe, dass LBPSO5 einen Caspase-unabhangigen Zelltod induziert, wel-
cher eher einem nekroptischen Zelltod nahekommt (Stevens, 2017). Fiir Jurkat-Zellen missten
hierzu noch weitere Untersuchungen erfolgen. Der IAP-Antagonist AT-406 aktiviert in gerin-
gerem Umfang in Jurkat-Zellen Caspase-3 und in minimal Caspase-9, jedoch zeigten die Mi-

metika LBPSO1, -03 und -05 eine deutlich starkere Aktivierung der Caspasen. Cai und Kollegen
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konnten auch eine Caspase-3 Aktivitat in MDA-MB-231 Zellen nach AT-406 Behandlung nach-
weisen (Cai et al., 2011). Auch der IAP-Antagonist GDC-0152 induziert die Aktivierung der
Caspasen-3 und -9 (Hu et al., 2015). Moglicherweise spielt die Wirkungsdauer einiger Sub-
stanzen und die Eigenschaften der jeweiligen Tumorzellen eine entscheidende Rolle. Bei AT-
406 ist bereits bekannt, dass es mit zunehmender Inkubationszeit seine Wirkung verstarkt,
somit konnte die kurze Wirkdauer ein limitierender Faktor gewesen sein.

Insgesamt ist eine dhnliche zelltypunabhangige Wirkung der Mimetika LBPSO1, -03 und -05 zu
verzeichnen. So wurde in Nierenkarzinomzellen dhnliche Effekte wie in den Jurkat-Zellen ver-
zeichnet (Stevens et al., 2014; van den Héfel et al., 2014; Carosati et al., 2015, Stevens, 2017).
Diese analogen Ergebnisse lassen die Hypothese zu, dass zumindest LBPSO1 und LBPS03 dahn-
liche apoptotische Mechanismen in Tumorzellen hervorrufen. Vergleichbare Ergebnisse in
Brustkrebszellen erzielten auch weitere Arbeitsgruppen mit neu entwickelten Verbindungen
wie dem Octahydropyrrolol[1,2-a]pyrazine Scaffod und GDC-0152 (Hashimoto et al., 2013, Fly-
gare et al. 2012).

4.4 Die Smac-Mimetika AT406 und LBPS03 degradieren eher clAP1 als XIAP

Die Uberexpression von XIAP leistete einen entscheidenden Beitrag zur Resistenz von Tumor-
zellen gegentiber Apoptose (Fulda/Vucic 2012). Somit war das Ziel vieler Arbeitsgruppen in
erster Linie Smac-Mimetika zu entwickeln, die eine hohe Bindungsaffinitat zu XIAP aufweisen.
In Jurkat-Zellen konnte nach einer 48-stlindigen Inkubation mit AT-406 eine deutliche Degra-
dation des clAP1 festgestellt werden. Der Effekt bei XIAP war nur sehr gering. Durch LBPS03
konnte eine konzentrationsabhangige Degradation von clAP1 und XIAP gemessen werden.
Schon bei einer Konzentration von 1uM des LBPS03 werden die beiden IAPs degradiert und
abgebaut. Insgesamt bestatigt sich die Annahme, dass der Effekt sehr viel starker beim clAP1
zu verzeichnen ist. Erste Tendenzen in Hinblick auf eine Degradation nach Behandlung mit
LBPSO5 in Jurkat-Zellen konnten aufgezeigt werden. Im Vergleich zu den mit LBPS03 behan-
delten Jurkat-Zellen, konnte LBPSO5 keine konzentrationsabhangige Degradation von clAP1
aufweisen. Dies kdnnte damit zusammenhangen, dass diese Ergebnisse nicht wiederholt wur-
den und somit fur das LBPSO5 nur als richtungsweisend flir weitere Versuche anerkannt wer-

den koénnen.
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Die verschiedenen Wirkungsweisen der Mimetika kénnten sich durch ihre unterschiedlichen
Strukturen und verschiedener Bindungsaffinitaten zu den IAPs erkldren lassen. Einige Arbeits-
gruppen haben bereits gezeigt, dass die entwickelten Verbindungen oftmals eine hohere Affi-
nitdt zu clAP1 als XIAP aufweisen (Cai et al., 2011; Hashimoto et al., 2013). In Jurkat-Zellen
sind XIAP und clAP1 Zielmolekiile des LBPP03, wohingegen Smac-Mimetika wie AT-406 oder
das bivalente Birinapant c-IAP1 degradieren (Cai et al., 2011; Allensworth et al., 2013). In
TRAIL-resistenten, entzlindlichen Brustkrebszellen bewirkt Birinapant die Degradation von c-
IAP1 sowie c-IAP2, nicht aber von XIAP. Birinapant ist eine Substanz mit einer hohen Affinitat
zu c-1AP1, c-IAP2 und XIAP (Allensworth et al., 2013). In MDA-MB-231 Tumorzellen induziert
AT-406 die Degradation von clAP1 schon bei Konzentrationen von 10nM. Diese Ergebnisse
sind auch libereinstimmend mit der sehr hohen Bindungsaffinitdt zwischen AT-406 und clAP1
(Caietal. 2011). Auch die Arbeitsgruppe von Flygare et al. erzielten in A2058 Melanom-Zellen
mit dem neuen Smac-Mimetikum GDC-0152 dhnliche Ergebnisse. Das bivalente Smac-Mime-
tikum BV6 fordert in Glioblastomzellen die Degradation von c-IAP1 und XIAP (Wagner et al.,
2012).

Zender und Kollegen konnten nachweisen, dass ein primares Ziel von IAP-Antagonisten c-IAP1
ist. In verschiedenen Tumoren konnten erhéhte Level an clAP1 und Amplifikation des clAP1
Gen-Lokus beobachtet werden. Diese und noch weitere Faktoren sind flir Tumorentstehung
und —wachstum notwendig. Durch die Antagonisierung von clAP1 in Tumorzelllinien mit ho-
hem clAP1 Expressionslevel oder in genetisch veranderten Zellen mit entferntem clAP1 wird
die E3-Ligase aktiviert, was zur Autoubiquitinilierung und daraus resultierend zur protesoma-
len Degradation fiihrt (Zender et al., 2006). Der nicht-kanonische NF-kB- Signalweg wird akti-
viert. Hierdurch wird TNFa produziert, das Gber auto- und parakrine Wege den TNF-R1 Signal-
weg und Caspase 8 aktiviert und folgend die Apoptose induziert (Zender et al., 2006; Varfolo-
meev et al., 2007; Sun H. et al., 2007; de Alamgro/Vucic, 2011). Tumorzellen benétigen clAP1
um die TNF vermittelte Apoptose zu unterdriicken. Dies kdnnte ein entscheidender Faktor bei
der Suche nach neuen Substanzen sein. Durch die Entwicklung von Verbindungen, welche
nicht nur XIAP sondern auch clAP1 als , Target” Molekiil besitzen, kénnten die TNF-Rezeptor
vermittelte Apoptose in Tumorzellen verstarkt werden. Somit stellen die clAPs wichtige Regu-
latoren des extrinsischen Signalweges dar, XIAP ist ein wichtiges Molekil des intrinsischen
Signalweges. Die Vermutung liegt nahe, dass AT406 durch die Degradierung von clAP1 vor

allem den extrinsischen Signalweg aktiviert, wohingegen LBPS03 auf verschiedenen Ebenen
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den Zelltod in Jurkat-Zellen einleiten kann (Carosati et al., 2015). In Nierenzellenkarzinomen

konnte LBPS03 bereits als vielseitiger Apoptose-Induktor identifiziert werden (Stevens, 2017).

4.5 Bedeutung der Kombinationsbehandlung mit TRAIL und AT-406

Im Rahmen dieser und anderer Arbeiten wurde das antiproliferative Potential sowie die zu-
grundeliegenden Mechanismen hinsichtlich des Zelltodes verschiedener Smac-Mimetika un-
tersucht (Stevens et al., 2014; van den Héfel et al., 2014, Carosati et al., 2015, Stevens, 2017).
In Jurkat-Zellen wurden IC50-Werte fur verschiedene Mimetika bestimmt. Hohere IC50-Werte
deuten auf eine eher schlechtere antiproliferative Wirkung hin und kénnten in Kombination
mit einem Induktor moglicherweise effektiver den Zelltod auch schon bei geringeren Konzent-
rationen einleiten. Zum Zeitpunkt dieser Arbeit wurden erste Ergebnisse in Bezug auf an-
tiproliferatives Potential und Zelltodmechanismus fiir verschiedene Substanzen bekannt.
Smac-Mimetika LBPS01, -03 und -05 zeigen bereits sehr gute antiproliferative Effekte und in-
duzieren bereits per se bei mikromolaren Konzentrationen den Zelltod in Jurkat-Zellen. An-
dere Mimetika sowie das AT-406 bendétigten vergleichsweise hohe Konzentrationen um bei
Jurkat-Zellen antiproliferative Effekte zu erwirken (van den Héfel et al., 2014; 2015 Carosati et
al., 2015). Kombinationstherapien kdnnten den Vorteil haben, insgesamt niedrigere Konzent-
rationen der Mimetika verwenden zu kénnen und somit Nebenwirkungen zu reduzieren. Auch
Tumorzellen, welche resistent gegentiber Smac-Mimetika als Monotherapie sind, konnten
durch Kombinationsbehandlungen sensitiver gegentliber Apoptose werden. Bisher wurden ei-
nige Kombinationstherapien versucht. Hierunter Kombination von Smac-Mimetika mit Taxa-
nen, Platinum Verbindungen, Daunorubicin, Cytarabine, Gemcitabine und Cyclophosphamide
(zusammengefasst in Fulda 2015). So fiihrte Debio1143 in der Kombination mit Cytarabin und
Daunorubicin bei Patienten mit AML bei 13 von 29 Patienten zur kompletten Remission (DiPer-
sio et al., 2014). Des Weiteren zeigte LBW242 in Kombination mit Cytrabine oder Doxorubicin
den verstarkten Verlust von Zellviabilitat bei Patienten mit AML (Weisberg et al., 2007). Wei-
tere in vitro und auch praklinische Studien verzeichnen eine Zunahme der Sensitivitat von Tu-
morzellen gegenliber Radiotherapie, wenn diese mit Smac-Mimetika kombiniert werden

(Fulda, 2012 und 2015; Vellanki et al., 2009; Giagkousiklidis et al.; 2007, Berger et al., 2011,

68



Ziegler et al., 2011). Auch eine Kombination mit einem monoklonalen Antikérper wie Cona-
tumab (humaner monoklonaler Antikdrper gegen den TRAIL Rezeptor 2) in Verbindung mit
Birinapant bei Patienten mit Ovarialkarzinom rezidiv wird evaluiert.

Die Verwendung von TRAIL in der Tumortherapie ist eine sehr vielversprechende Methode die
Apoptose einzuleiten, da sich dabei kein Effekt auf normale Zellen zeigt (Lawrence et al., 2001;
Ashkenazi et al., 1999; Nagane et al., 2001). In Jurkat-Zellen konnte durch eine Kombinations-
therapie aus TRAIL und den Smac-Mimetika AT-406 der Anteil der apoptotischen Zellen im
Vergleich zu den nur mit TRAIL oder nur mit AT-406 behandelten Zellen leicht erhéht werden.
Jedoch mussten hierfiir verhaltnismaRig geringe AT-406 Konzentrationen von nur 5uM ver-
wendet werden. Bei héheren AT-406-Konzentrationen war der Einzeleffekt des Mimetikums
zu stark und es konnte kein Unterschied der Apoptosehdufigkeit zu der Kombinationsbehand-
lung (TRAIL und AT-406) festgestellt werden.

Nicht alle Smac-Mimetika besitzen ihr Potenzial darin, per se Apoptose in Tumorzellen einzu-
leiten. Dabei scheint die Tumorzelllinie selbst eine entscheidende Rolle zu spielen. Beispiels-
weise konnte in der TRAIL-sensitiven Zelllinie SUM149 durch eine kombinatorische Anwen-
dung aus TRAIL und dem bivalenten Smac-Mimetikum Birinapant die Apoptose synergistisch
gesteigert werden, wohingegen eine Monotherapie mit Birinapant zu keinem nennenswerten
Effekt fihrte. Anders bei der TRAIL-resistenten Brustkrebs-Zelllinie SUM190, welche gut auf
eine Monotherapie mit Birinapant ansprach (Allensworth et al., 2013). Des Weiteren konnte
Birinapant in nur einer von 17 getesteten humanen Melanom-Zelllinien den Zelltod per se
einleiten. Eine Anwendung in Kombination mit TNFa fiihrte in allen anderen Zelllinien bereits
im nanomolaren Bereich zu einer synergistischen Steigerung der Apoptose (Krepler et al.,
2013). Weitere synergistische Effekt konnten bei einer Neuroblastom-Zelllinie beobachtet
werden. Die Kombinationstherapie LBW242 mit Doxorubicin und Vincristin verringerte das
Zelliiberleben in deutlich geringeren Konzentrationen als bei einer Monotherapie (Eschenburg
etal., 2012).

Flr Smac-Mimetika wie LBPS02 und -06, die in dieser Arbeit eine geringe bis gar keine Wirkung
auf Jurkat-Zellen zeigten, konnte eine Kombinationsbehandlung mit einem Induktor ein wei-

terer Versuch sein, den Zelltod einzuleiten.
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Ausblick

Das Liganden-basierte virtuelle Screening erméglichte es drei hochinteressante und vielver-
sprechende Substanzen mit antiproliferativen Effekten in Tumorzellen zu identifizieren. Die
Ergebnisse zeigen, dass die Substanzen LBPSO1, -03 und -05 in Jurkat-Zellen in mikromolaren
Bereich und bei sehr viel geringerer Konzentration als die Referenzsubstanz AT-406 anti-
proliferative Effekte aufweisen und per se Apoptose einleiten kdnnen. Des Weiteren wurden
erste Analysen beziiglich der zugrunde liegenden molekularen Zelltodmechanismen durchge-
flhrt. Die Mimetika besitzen das Potential auf verschiedenen Ebenen den Zelltod zu induzie-
ren. Flir LBPSO1 und -03 konnte in weiterfihrenden Arbeiten gezeigt werden, dass die Sub-
stanzen Uberwiegend den Zelltod mittels Apoptose einleiten. LBPSO3 kdnnte dhnlich wie in
Nierenkarzinomzellen ein vielseitiger Apoptose-Induktor sein.

Weitere Untersuchungen mit den IAP-Antagonisten betreffend der molekularen Zelltodme-
chanismen und Struktur-Wirkung-Analysen tragen zur Identifikation von Targetmolekdilen bei
und sind das Fundament flr eine zielgerichtete Therapie mit neuen noch wirksameren Sub-
stanzen. Die zielgerichtete Therapie steht momentan im Fokus fiir zukiinftige Behandlungs-
strategien in der Tumortherapie. Sie ist ein Grundstein der precision medicine, wo moleculare
profiling — Informationen liber die Gene und Proteine einer Person genutzt werden, um Er-
krankungen zu verhindern, zu diagnostizieren oder zu behandeln. In Bezug darauf konnten
neue Ansatze in der Mimetika Therapie die Nutzung von SMDCs (small molecule drug conju-
gate), PROTACs (proteolysis targeting chimera), SNIPERs (specific non-genetic IAP-based pro-
tein erasers) oder die bereits vielfach eingesetzte Kombination aus Induktor und Mimetika
sein. Das Ziel ist es, Nebenwirkungen zu reduzieren, wie beispielsweise gesunde Zellen unbe-
schadigt zu lassen und gleichzeitig die Behandlungen von Tumorerkrankungen noch effizienter
und praziser mittels Zielmolekilen,“moleculare profiling”, optimalen Therapiefenstern und
geeigneten Biomarkern durchfiihren zu kdnnen. Die hier identifizierten Zelltod-Aktivatoren
sind neue erfolgsversprechende Substanzen die dazu beitragen kdnnen Tumorerkrankungen

besser und gezielter zu therapieren.
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