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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Charakteristisch flr die Entstehung neoplastischer Transformationen ist die anhaltende
Proliferation sowie die Deregulation des Apoptose-Signalwegs. Die verminderte Apoptose
beruht haufig auf der Uberexpression anti-apoptotischer Proteine der BCL-2 Proteinfamilie.
Diese sind folglich therapeutische Angriffspunkte, beispielweise durch den Einsatz
spezifischer BCL-2-Inhibitoren, die bei der Behandlung des Multiplen Myeloms (MM) effektiv
sind. Kirzlich verdffentlichte Vorarbeiten haben gezeigt, dass der spezifische BCL-2-Inhibitor
ABT-199 in Kombination mit Bortezomib (BTZ) auch in soliden Tumoren effektiv Zelltod
auslost. ABT-199 blockiert das anti-apoptotische Protein BCL-2 und induziert in Kombination
mit BTZ synergistisch Apoptose in Weichteilsarkomen (STS — soft-tissue sarcomas). Der
klinisch relevante Proteasom-Inhibitor BTZ ist ein effektives und etabliertes Krebs-
Therapeutikum, das ebenfalls im MM und speziell beim Mantelzell-Lymphom (MCL - mantle
cell lymphoma) eingesetzt wird.

Basierend auf dem identifizierten Synergismus von ABT-199 und BTZ war ein Ziel dieser
Arbeit, den zugrundeliegenden Wirkmechanismus als spezifischen Effekt von BTZ oder als
einen generell durch Proteasom-Inhibition vermittelten Effekt zu charaktierisieren. Hierfur
wurden weitere Klinisch angewandte Proteasom-Inhibitoren (PIs) mit unterschiedlicher
Substrat-Spezifitdt hinzugezogen und untersucht, ob die Inhibition spezifischer Untereinheiten
(UE) des Proteasoms die synergistische Wirkung in Kombination mit ABT-199 beeinflusst.

Ein weiteres Ziel war es, einerseits relevante Schlisselmolekile fur die ABT-199&BTZ-
vermittelte Apoptose-Induktion zu identifizieren und andererseits die Relevanz der in
Vorarbeiten festgestellten verstarkten Expression von NOXA bei ABT-199&BTZ-induziertem
Zelltod aufzuklaren. Da dass BH3-only Protein NOXA spezifisch MCL-1 blockiert und daher
parallel zur BCL-2-Inhibition wirkt, ist die Aufklarung des zugrundeliegenden Mechanismus der
NOXA-Induktion von grofRer Wichtigkeit.

Mit Hilfe der CRISPR/CAS9-Technologie wurden klonale Zelllinien mit Knock-Out der
Effektorproteine BAX, BAK oder BOK generiert. Zusatzliche Herunterregulation mittels sSiRNA
fuhrte zur ldentifikation der Schlisselmolekile BAX und NOXA bei der ABT-199&PI-
vermittelten Zelltod-Induktion. Des Weiteren zeigten proteasomale Aktivitdtsbestimmungen
und durchflusszytometrische Analysen eine durch allgemein Proteasom-Inhibition-vermittelte
Zelltod-Induktion. Es konnte hier das erste Mal gezeigt werden, dass nicht nur Proteasom-
Inhibition die NOXA-Proteinexpression mit einhergehender MCL-1-Proteinexpression
verstarkt, sondern dass ABT-199 die Expression von PMAIP1/NOXA durch transkriptionelle
Induktion deutlich erhéht. Diese ABT-199 vermittelte transkriptionelle Induktion von NOXA ist

vorwiegend TP53-unabhéngig. Analysen der mRNA- und Proteinexpression zeigen, dass
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ABT-199 durch Aktivierung der integrierten Stress-Antwort (ISR) die Expression von
PMAIP1/NOXA induziert. Die ISR-Stress-Markerproteine ATF3&ATF4 wurden als kritische
Transkriptionsfaktoren der NOXA-Induktion identifiziert. Ursache der verstarkten NOXA-
Expression und synergistischen Apoptose-Induktion ist somit die durch ABT-199 aktivierte
PMAIP1-Transkription.

Zusammenfassend schlagen die in dieser Arbeit erhobenen Daten einen molekularen
Mechanismus vor, bei dem ABT-199 auf zweifache Weise Apoptose férdert: i) ABT-199
blockiert als BH3-Mimetikum das anti-apoptotisch wirkende BCL-2 und ii) ABT-199
transaktiviert NOXA und inhibiert so MCL-1. Der identifizierte Synergismus kommt zum
Tragen, wenn zusatzlich durch Proteasom-Inhibition der NOXA-Abbau gehemmt wird. Die
bisher nicht beschriebene Wirkung von ABT-199, NOXA transkriptionell zu induzieren, kénnte
nicht nur in hAmatopoetischen Erkrankungen Anwendung finden, sondern auch auf andere

Tumor-Entitaten ausgeweitet werden.



Abstract

2. Abstract

The development of neoplastic transformations is characterized by persistent proliferation as
well as deregulation of the apoptosis signalling pathway. Reduced apoptosis is often caused
by overexpression of anti-apoptotic proteins of the BCL-2 protein family. Consequently, these
are therapeutic targets, for example by using specific BCL-2 inhibitors, which are effective in
the treatment of multiple myeloma (MM). Our recently published preliminary work showed that
the specific BCL-2 inhibitor ABT-199 in combination with bortezomib (BTZ) is effective in
inducing cell death also in solid tumours. ABT-199 blocks the anti-apoptotic protein BCL-2 and
synergizes with BTZ to induce apoptosis in soft-tissue sarcomas (STS). The clinically relevant
proteasome inhibitor BTZ is an effective and established cancer therapeutic agent approved
for therapy of MM and specifically for mantle cell ymphoma (MCL).

Based on the identified synergism of ABT-199 and BTZ, one aim of this work was to elucidate
whether the underlying mechanism of action is a specific effect of BTZ or generally mediated
by proteasome inhibition. For this purpose, other clinically applied proteasome inhibitors (PIs)
with different substrate specificity were included and the differences due to inhibition of specific
proteasome subunits (UE) on synergistic apoptosis induction in combination with ABT-199

were invstigated.

Another aim was to identify relevant key molecules for ABT-199&BTZ-mediated apoptosis
induction and to elucidate the relevance of the increased expression of NOXA in
ABT-199&BTZ-induced cell death. Since the BH3-only protein NOXA specifically blocks
MCL-1 and therefore acts parallel to BCL-2, the elucidation of the underlying mechanism of
NOXA induction is of great importance.

Using CRISPR/CAS9 technology, clonal cell lines with knock-out of the effector proteins BAX,
BAK or BOK were generated. The loss-of-function studies by additional downregulation of
BCL-2 proteins using siRNA identified BAX and NOXA as key molecules in ABT-199&PI-
mediated cell death induction. Furthermore, proteasomal activity assays and flow cytometric
analyses showed that synergistic cell death induction is mediated by general proteasome
inhibition. It was shown here for the first time that not only proteasome inhibition enhances
NOXA protein expression with concomitant MCL-1 protein expression, but moreover ABT-199
markedly increases PMAIP1/NOXA expression through transcriptional induction. This
ABT-199-mediated transcriptional induction of NOXA is predominantly TP53-independent.
Analyses of mMRNA and protein expression showed that ABT-199 induces PMAIP1/NOXA
expression through activation of the integrated stress response (ISR). Thus, the ISR stress
marker proteins ATF3&ATF4 were identified as critical transcription factors of NOXA induction.

The cause of synergistic apoptosis is the ABT-199-induced enhanced transcription of PMAIP1.
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In summary, the data presented in this work propose a molecular mechanism whereby
ABT-199 promotes apoptosis in a twofold manner: i) ABT-199 blocks as a BH3 mimetic anti-
apoptotic BCL-2 and ii) ABT-199 transactivates NOXA and thus inhibits MCL-1. The identified
synergism comes into play when NOXA degradation is additionally inhibited by proteasome
inhibition. The formerly unidentified effect of ABT-199 to transcriptionally induce NOXA could
not only find application in hematopoietic diseases, but furthermore be extended to other

tumour entities.
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3. Einleitung

3.1 Maligne Tumorerkrankungen

Laut der Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization (WHO) 2022) betrug die
weltweit geschatzte Zahl maligner Tumor-Neuerkrankungen im Jahr 2020 mehr als
19 Millionen, wobei Brust-, Lungen- und kolorektaler Krebs die drei Tumorentitaten mit den
hochsten Inzidenzzahlen waren (WHO, 2020). Dabei sind fast 10 Millionen Tote auf maligne
Tumore zuriickzufuhren (WHO, 2020). Mit steigender Lebenserwartung wird die Zahl an
Tumor-Neuerkrankungen bis in das Jahr 2040 auf geschéatzte 29 Millionen ansteigen. Mit
steigender Inzidenzzahl wird sich auch die Mortalitat auf geschatzte 16 Millionen Tote im Jahr
2040 weiter erhdhen (WHO, 2020).

Die Entstehung von malignen Neoplasien kann von verschiedenen Organen des Kérpers und
von unterschiedlichen Zellarten ausgehen. Ausgangspunkte sind unter anderem Epithelien
(Adenokarzinome, kleinzellige Lungenkarzinome), das blutbildende Knochenmark (Leukamie,
Lymphome), aber auch das Binde- und Stitzgewebe (Sarkome) oder die pigmentbildenden
Zellen (Melanome) (Krebs - Das ZfKD 2023). In gesunden Geweben herrscht ein
Gleichgewicht zwischen Zellproliferation mittels mitotischer Zellteilung und dem Zellsterben
Uber den programmierten Zelltod, der Apoptose. Bei der malignen Tumorentstehung kommt
es bei dem komplexen Zusammenspiel verschiedenster Regulationsmechanismen zu einem
Ungleichgewicht, wodurch gesunde Zellen zu ,Krebszellen“ mit veranderten Zellproliferations-
und Zelltodeigenschaften transformieren. Diese verdnderten Eigenschaften wurden von
Hanahan und Weinberg in grundlegende und aufkommende Merkmale von Tumorzellen
eingeteilt und als die ,Hallmarks of Cancer” bezeichnet (Hanahan und Weinberg 2011). Eines
dieser Merkmale ist die verminderte Apoptose-Empfindlichkeit. Dies bedeutet, dass der
programmierte Zelltod tber Apoptose als natirliche Barriere flr die Krebsentwicklung dient
und Tumorzellen eine Vielzahl von Strategien entwickeln, um verschiedene Signalwege der
Apoptose zu beeintrachtigen oder zu umgehen. Strategien sind beispielsweise der Verlust des
Tumorsuppressors TP53 oder die Uberexpression anti-apoptotischer Regulatoren (Hanahan
und Weinberg 2011). Ein haufiges Ereignis bei der Transformation ist die Inaktivierung des
Tumorsuppressorgens TP53 (Hanahan und Weinberg 2011), welches ein haufiges Ereignis in
der Onkogenese darstellt. Auch die gesteigerte Expression von anti-apoptotischen BCL-2-
Proteinen oder Herunterregulation bzw. Mutation von pro-apoptotischen Faktoren wie die BH3-
only Proteine treten haufig auf. Nicht nur bei hamatopoetischen Erkrankungen wie dem
Multiplen Myelom (MM), sondern auch in soliden Tumoren kann eine Uberexpression von
MCL-1 (myeloid leukemia 1) beobachtet werden (Algarin et al. 2020; Gores und Kaufmann
2012; Kaufmann et al. 1998). Das MM, aber auch die akute und chronische myeloische

Leukamie (AML und CML) zeigen haufig eine Uberexpression von BCL-2 (B-cell lymphoma-2)
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(DiNardo et al. 2019; Roberts et al. 2016). Das BCL-2-Gen wurde erstmals 1984 bei der
Kartierung einer t(14;18) Translokation in einer akuten B-lymphatischen Leuk&mie-Zelllinie
(ALL) identifiziert (Tsujimoto et al. 1984). Durch die chromosomale Translokation wurde das
auf dem Chromosom 18921 lokalisierte BCL-2-Gen unter die Kontrolle des Enhancers des
schweren Immunglobulinketten-Gens H (IgH) auf Chromosom 1432 transloziert, was zur
konstitutiven BCL-2-Uberexpression fuhrte (Kelly und Strasser 2011). Auch fur Synovial-
Sarkome ist eine spezifische Chromosomenaberration bekannt, bei der die reziproke
Translokation t(X;18) zu einem chiméaren Fusionsprotein fuhrt. Durch Klonierungsarbeiten der
Translokationsbruchpunkte der Chromosomen konnte die Fusion zweier neuer Gene
identifiziert werden, die als SYT (auf 18q11) und SSX (auf Xgl11) bezeichnet werden (Kawai
et al. 1998). Dieses chimare Fusionsprotein SYT-SSX fuhrt zur Herunterregulation der

Transkription und damit der Expression bestimmter Zielgene in Synovial-Sarkomen.

Durch die oben beispielhaft aufgefihrten Mechanismen wird die Tumorzelle vor Apoptose
geschuitzt und besitzt damit einhergehend effektive Resistenzmechanismen gegeniiber Krebs-
Behandlungen, eingeschlossen der Strahlen- und Chemotherapie (Wang et al. 2021).

3.2Sarkome

3.2.1 Subtypen und Auftreten

Weichteilsarkome sind eine sehr heterogene und seltene Gruppe von Tumorerkrankungen
mesenchymalen Ursprungs mit mehr als 100 verschiedenen histologischen Subtypen und
Entititen (Hoang et al. 2018). Sarkome kdnnen in zwei Gruppen eingeteilt werden: Die
Sarkome des Skelettsystems (bone sarcoma), die mit etwa 15% seltener vorkommen als die
Weichteilsarkome (STS — soft-tisse sarcomas), die mit mehr als 85% die Uberwiegenden Félle
darstellen (Amankwah et al. 2013). Laut WHO machen Sarkome allerdings weniger als 1%
der weltweit auf 19 Millionen geschéatzten Zahl an jahrlichen Tumor-Neuerkrankungen aus
(WHO, 2020), wobei vorrangig Kinder und junge Erwachsene betroffen sind (Amankwah et al.
2013). Die vom Gewebe der Skelettmuskulatur abstammenden Rhabdomyosarkome (RD)
treten fast ausschlief3lich bei Kindern und Jugendlichen auf. Die haufigsten Krankheitsformen
im Erwachsenenalter hingegen sind neben dem Synovial-Sarkom das Leiomyosarkom mit
Ursprung im glatten Muskelgewebe und das aus dem Fettgewebe hervorgehende Liposarkom
(Amankwah et al. 2013). Im Gegensatz zu einigen anderen Krebserkrankungen, bei denen
Ausléser und Risikofaktoren wie erhohter Tabakkonsum (Lungenkrebs), Ubergewicht und
Bewegungsmangel, aber auch Umweltfaktoren wie UV-Strahlung (Melanome), das Edelgas
Radon (Lungenkrebs) oder auch chronische Infektionen (Leberkrebs) oder genetische
Préadispositionen (Brust- und Eierstockkrebs oder Darmkrebs) bekannt sind, lasst sich bei den

meisten Fallen der Weichteilsarkome keine eindeutige Ursache finden (Amankwah et al.
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2013). Wenige Risikofaktoren, wie das Vorliegen einzelner oder mehrerer genetischer
Varianten, kdnnen das Erkrankungsrisiko vermutlich erhdhen. Auch virale Infektionen kénnen
zur Sarkom-Entstehung beitragen, wie das humane Herpesvirus Typ 8 (HHV8) beim Kaposi-
Sarkom. Auch das Eppstein-Barr-Virus (EBV) kann bei Patienten mit geschwéachtem
Immunsystem mit der Entstehung von Weichteilsarkomen in Verbindung gebracht werden
(Amankwah et al. 2013). Chronische Entziindungsprozesse konnen auch das Risiko fur
Weichteilsarkome steigern. Ebenfalls sind Umweltgifte und Chemikalien (Vinylchlorid) mit der
Entstehung von Sarkomen, wie dem Angiosarkom der Leber, assoziiert (Amankwah et al.
2013).

Aufgrund ihrer genetischen Heterogenitat, wie genomische Translokationen, Mutationen von
Tumorsuppressor- und regulatorischen Zellzyklus-Genen oder Variationen in der

Kopienanzahl einzelner Gene, sind Sarkome auch heute noch schwierig zu therapieren.

3.2.2 Therapieanséatze bei Sarkomen

Im Laufe des 20. Jahrhunderts hat sich die Behandlung maligner Tumore erheblich
weiterentwickelt. Trotzdem stellt die Behandlung von Sarkomen bis heute eine grol3e
Herausforderung dar und Therapiemdoglichkeiten bleiben limitiert, nicht zuletzt aufgrund der
genetischen Heterogenitat und des seltenen Auftretens von Sarkomen (Krebs - Das ZfKD
2023). Lange Zeit standen als Therapieoptionen lediglich die komplette chirurgische Resektion
des Sarkoms oder deren Bestrahlung zur Verfiigung. Neuentwickelte Chemotherapeutika
bieten die Chance, Sarkome auch im fortgeschrittenem Stadium, in dem keine priméare
Resektion mehr durchgefiihrt werden kann, zu behandeln. Je nach Sarkom-Subtyp und
Erkrankungsstadium werden die verschiedenen Therapieverfahren wie Resektion,
Bestrahlung und/oder Chemotherapie im Wechsel oder aufeinander abgestimmt, miteinander
kombiniert eingesetzt. Solche multimodalen Therapiekonzepte aus chirurgischer Resektion
bei operablen Sarkomen, kombiniert mit adjuvanter Radio- und/oder Chemotherapie bei
Rezidiven oder metastasierten, irresektablen Sarkomen, verlangern die mittlere
Uberlebensdauer und verbessern die Lebensqualitat der Patienten. Bei metastasierten oder

irresektablen Sarkomen wird auf die systemische Chemotherapie zurlickgegriffen.

Die Standard-Erstlinientherapie von Weichteilsarkomen ist die alleinige Gabe von Doxorubicin
(Demetri und Elias 1995) oder eine Kombination aus Doxorubicin mit Ifosfamid (van Oosterom
et al. 2002; Sleijfer et al. 2010). Doxorubicin ist ein zytotoxisches Anthrazyklin, das durch
Interkalation in die genomische DNA die DNA-Synthese hemmt (Hilmer et al. 2004), dadurch
die DNA-Replikation und -Reparatur beeintrachtigt, worauf die zytotoxische Wirkung von
Doxorubicin beruht (Buchholz et al. 2002). Ifosfamid ist ebenfalls ein Zytostatikum und hemmt
die Zellteilung durch Alkylierung der DNA, da die DNA-Polymerase die alkylierte DNA nicht

mehr korrekt ablesen kann.
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Fur die Zweitlinientherapie wird hochdosiertes Ifosfamid verwendet (Casali et al. 2018). Bei
Versagen von Doxorubicin + Ifosfamid wurde als Zweit-/Drittlinientherapie Trabectedin
zugelassen, wobei die meisten klinischen Phase Il Studienerfahrungen in Leiomyo- und
Liposarkomen gesammelt wurden (Demetri et al. 2009). Trabectedin kann auch bei Synovial-
Sarkomen wirksam sein. Eine weitere Zweit-/Drittlinientherapie-Mdglichkeit bietet Pazopanib,
das allerdings bei Liposarkomen nicht zugelassen ist. Fir Liposarkome kann das Zytostatikum
Eribulin eingesetzt werden. Eine weitere etablierte Therapieoption stellt Gemcitabin dar,
welches in Kombination mit Docetaxel gegenuber einer Monotherapie von Gemcitabin eine
verbesserte Therapie-Antwort, vor allem in Leiomyosarkomen (Leiomyosarcoma - LMS),
zeigte (In et al. 2017; Lopez-Pousa et al. 2016).

Metastasierte oder irresektable Sarkome und Sarkom-Rezidive, bei denen die systemische
Chemotherapie aufgrund von Resistenz-Entwicklungen fehlgeschlagen ist, kdnnen durch
technische Fortschritte und dem raschen Erkenntnisgewinn im Bereich der Tumorgenetik
mittels personalisierter Therapien behandelt werden. Zielgerichtete Kombinations-Therapien
aus Doxorubicin, dem HSP-90 Inhibitor 17-DMAG und dem Histon-Deacethylase-Inhibitor
(HDAC) Vorinostat zeigten synergistisch induzierten Zelltod in Zellkultur-Experimenten und
konnen das progressionsfreie Uberleben von Patienten verbessern (Dumont et al. 2014).
Aktuell laufen klinische Studien fir den HDAC-Inhibitor Vorinostat (z.B. Phase 1
NCT04308330), den Tyrosinkinase-Inhibitor Apatinib (anti-VEGFR2) in Kombination mit
SHR-1210 (anti-PD1) (Phase 2 NCT04239443) und auch Immuntherapien mit Pembrolizumab
(anti-PD1) (Phase 2 NCT02301039) oder Ipilimumab (anti-CTLA-4) (Phase 2 NCT00140855).
Oftmals erschweren priméare und/oder sekundare Resistenzen durch Mutationen der Ziel-
Gene, z. B. PDGFR beim Gliablastom (Corless et al. 2005) oder KIT beim Melanom (Corless
et al. 2002) die Effizienz der zielgerichteten Therapie. Weitere Angriffspunkte fir die
Behandlung von Sarkomen sind neben den Wachstumssignalwegen auch Veranderungen der

Zellzyklus-Progression oder Stressantworten als Adaption an die Tumorumgebung.

3.3Tumorsuppressorgen TP53

Alterationen in der Zellzyklus-Regulation werden haufig von beeintrdchtigter Apoptose
begleitet. Die Apoptose wird unter anderem durch das Tumorsuppressorprotein TP53 reguliert,
dessen zentrale Rolle die Funktion eines Transkriptionsfaktors ist. Das Protein P53 wurde
1979 durch verschiedene Arbeitsgruppen unabhéangig identifziert (Lane und Crawford 1979).
Zuerst wurde TP53 féalschlicherweise als Protoonkogen klassifiziert (Eliyahu et al. 1984) und
1993 als Tumorsupressor-Protein reklassifiziert, wobei sich in TP53 Knock-Out Mausen und
Mausen mit einem Verlust der typischen Funktion von TP53 (Loss-of-function Mutation)
spontane Tumore mit 100% Inzidenz nach spatestens 9 Monaten entwickelt haben

(Donehower et al. 1992; Harvey et al. 1993). P53 wird von seinem negativen Regulator MDM2
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(Mouse Double Minute-2), einer E3-Ubiquitin-Ligase, fur den Abbau markiert und proteasomal
degradiert (Ashcroft und Vousden 1999; Marine und Lozano 2010). Infolge verschiedener
zellularer Stress-Signale, wie DNA-Schaden, oxidativer Stress, Hypoxie oder Onkogen-
Aktivierung wird P53 phosphoryliert. Die Phosphorylierung verhindert die Bindung von MDM2
und somit die Ubiquitinierung und den gezielten proteasomalen Abbau (Lakin und Jackson
1999; Shieh et al. 1997). Akkumuliertes P53 aktiviert Signalwege in der Zelle, die Uber einen
Gi-Arrest die DNA-Reparatur in der Zelle ermdglichen sollen. Sollte dies nicht mehr mdglich
sein, l6st P53 den programmierten Zelltod aus (Aubrey et al. 2016). Haufig kommt es in
Tumorerkrankungen zur Alteration der Funktion von TP53 durch Mutationen oder durch
Uberexpression von MDM2 und damit zur Stérung der Apoptose. Eine Stérung der Apoptose
kann beispielsweise durch funktionsbeeintrachtigtes TP53-Protein hervorgerufen werden
(Eischen et al. 1999). Zu den Zielgenen von TP53 gehdren pro-apoptotische Proteine wie
NOXA oder PUMA; deren transkriptionelle Aktivierung durch die Inaktivierung von TP53
verhindert wird (Riley et al. 2008; Wei et al. 2006). Das TP53-Protein ist auch ein Negativ-
Regulator anti-apoptotischer Proteine. Eine Mutation im TP53-Gen und eine daraus
entstehende Inaktivierung des TP53-Proteins kann zu einer Beeintrachtigung als Negativ-
Regulator fitlhren und dadurch zur Uberexpression anti-apoptotischer Proteine beitragen. Dies
wiederum fordert das Uberleben der Zelle (Wu et al. 2001). Die Inaktivierung des TP53-Gens
und damit enhergehender gestorter Apoptose ist bei etwa 60% aller neoplastischen

Transformationen nachweisbar und ein wiederkehrendes Ereignis in der Onkogenese.

3.4 Apoptose

Die Apoptose ist ein genetisch konserviertes Programm zur Regulation des Zelltods. Dieses
Programm wird in Folge spezifischer Signalereignisse aktiviert wird und fuhrt zur Elimination
Uberflissig gewordener, infizierter, transformierter oder verletzter Zellen (Galluzzi et al. 2007,
Green und Llambi 2015). Charakteristische Veranderungen im Apoptose-Prozess sind die
schrittweise Kondensation und Degradierung des Chromatins, die Bildung blasenartiger
Ausstllpungen an der Zelloberflache, die Exposition des Phospholipids Phosphatidylserin an
der AuRRenseite der Plasmamembran als Erkennungssignal fiir Makrophagen, die Freisetzung
von Cytochrom c aus dem Mitochondrium, der Abbau des Mitochondriums, das Schrumpfen
der Zelle und schlussendlich die Fragmentierung der Zelle in kleine Membranumhillte
Teilstiicke, die sogenannten Apoptosekdrperchen (Galluzzi et al. 2007; Green und Llambi
2015). Die Elimination apoptotischer Zellen erfolgt Gber Phagozytose der apoptotischen
Kdrperchen, wobei der Zellinhalt nicht freigesetzt wird. Im Gegensatz hierzu kommt es im Zuge
der Nekrose als passiver Prozess zum Anschwellen bis hin zum Platzen der Zelle unter
Freisetzung des Zellinhalts, wodurch eine Entziindungsreaktion hervorgerufen wird (Rock und

Kono 2008). Die Apoptose kann durch extrazellulare oder intrazellulare Signale induziert
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werden, was jeweils Uber eine mehrstufige, komplexe Signalkaskade erfolgt. Die Aktivierung

des Zelltods wird daher in extrinsischen und intrinsischen Apoptose-Signalweg unterteilt.

3.4.1 Extrinsischer Apoptose-Signalweg

Far die Initierung der Apoptose Uber den extrinsischen Signalweg ist die Beteiligung von
Transmembran-Rezeptor-vermittelten Interaktionen erforderlich. Durch die Bindung eines
Todesliganden an den zugehdérigen Todesrezeptor nach dem Schlissel-Schloss-Prinzip wird
gezielt Apoptose induziert (Abbildung 1) (Elmore 2007; Locksley et al. 2001). Die
Todesrezeptoren gehtren zur Tumornekrosefaktor-Rezeptor Superfamilie (TNF-R
Superfamilie). Die bis heute am besten charakterisierten Liganden und zugehorigen
Todesrezeptoren sind FasL/FasR(Apol/CD95), TNF-a/TNF-R1, Apo3L/DR3,
Apo2L(TRAIL)/DR4(TRAILR-1) und Apo2L(TRAIL)/DR5(TRAILR-2) (Gravestein und Borst
1998; Hehlgans und Pfeffer 2005; Wajant 2003). Die TNF-R besitzen eine Cystein-reiche
extrazellulare Domane und eine homologe, cytoplasmatische Todesdomane. Durch die
Bindung der Liganden an die Rezeptoren kommt es zu einer Rezeptor-Clusterung,
Konformationsénderung der Rezeptoren und der Exposition der Todesdoméne (Green und
Llambi 2015). Durch das Rezeptor-Clustering werden Adaptormolekile wie FADD (Fas
associated via death domain) rekrutiert, die mit inrer DED-Domane (death-effector domain) mit
der DED der Initiatorcaspasen-8/-10 interagieren (Reed et al. 2004). Der Proteinkomplex,
bestehend aus Ligand, Rezeptor, FADD und Initiatorcaspase, wird auch als DISC (death-
inducing signaling complex) bezeichnet (Kischkel et al. 1995).

3.4.2 Caspasen

Caspasen sind Cystein-Proteasen, die Zielmolekule spezifisch durch Spaltung der
Peptidbindung nach einem Aspartat spalten. Die Initiatorcaspasen sind apikale Caspasen der
Apoptose-Signalkaskade und aktivieren weitere Effektorcaspasen, die Caspasen 3, 6 und 7.
Initiatorcaspasen werden durch Rekrutierung an Adaptormolekile wie FADD dimerisiert und
dadurch aktiviert (Chang et al. 2003). Effektorcaspasen hingegen liegen inaktiv als Effektor-
Pro-Caspasen (Zymogen) vor und werden mittels Spaltung beispielsweise durch aktive
Initiatorcaspasen aktiviert. Effektorcaspasen sind fir ihre Aktivierung von Inititatorcaspasen
abhangig. Aktive Effektorcaspasen flihren zur Exekution der Zelle (Bao und Shi 2007; Green
und Llambi 2015). Durch Bindung der DED des FADD-Molekils kdnnen FLIP-Proteine (FADD-
like IL-1B-converting enzyme) die Aktivierung der Initiatorcaspasen-8/-10 verhindern (Roth und
Reed 2004).

3.4.3 Intrinsischer Apoptose-Signalweg
Die Induktion des intrinsischen Apoptose-Signalwegs wird durch diverse intrazellulare Signale

wie DNA-Schaden, Entzug von Wachstumsfaktoren, Hormonen oder Cytokinen, virale
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Infektionen, Hypoxie, oxidativer Stress, oder auch Expression von Onkogenen oder onkogene
Dysregulation (Elmore 2007) vermittelt (Abbildung 1). Diese Stimuli fihren zur MOMP
(mitochondrial outer membrane permeabilization). Dabei oligomerisieren die Effektorproteine
BAX und BAK und bilden Poren in der Mitochondrienmembran, die zur Freisetzung pro-
apoptotischer Proteine, insbesondere Cytochrom ¢ und Smac/DIABLO (second mitochondria
derived activator of caspases/direct IAP binding protein with low PI), aus dem
Intermembranraum ins Cytosol fihren (Saelens et al. 2004). Cytochrom c initiiert die Bildung
des Apoptosoms, einem Komplex aus dem cytosolischen Adapterprotein APAF-1 (apoptotic
protease-activating factor-1), Desoxyadenosintriphosphat (dATP), Cytochrom ¢ und Pro-
Caspase-9 (Chinnaiyan 1999). Durch Konformationsanderung in APAF-1 bindet dessen
CARD (caspase activation and recruitment domain) an die Pro-Caspase-9-CARD. Die durch
Dimerisierung in raumliche Néhe gebrachte aktivierte Caspase-9 im Apoptosom kann durch
gezielte Proteolyse die Effektorcaspasen-3, -6 und -7 aktivieren, was schlussendlich zur
Exekution der Zelle fuhrt (Fischer et al. 2006). Das bei der MOMP ebenfalls freigesetzte Smac
bindet als Inhibitor an IAPs (inhibitors of apoptosis protein) und verhindert deren Bindung an
Caspasen, wodurch die endogene Inhibitionswirkung der IAPs auf die Caspasenaktivitat
gehemmt wird (Berthelet und Dubrez 2013; Crook et al. 1993). Die Hauptakteure des
intrinsischen Apoptose-Signhalwegs sind die Mitochondrien und deren MOMP-Ereignis mit der

Freisetzung von Cytochrom c.

Durch die komplexe Interaktion pro- und anti-apoptotischer Faktoren der BCL-2-Proteinfamilie
wird die mitochondrial vermittelte Apoptose streng reguliert (Galluzzi et al. 2012; Leber et al.
2007; Pistritto et al. 2016). Die BH3-only Proteine spielen hierbei eine zentrale Rolle, da sie
mit den pro-apoptotischen Effektor-Proteinen um die Bindung in der hydrophoben Furche der

anti-apoptotischen Proteine konkurrieren.

Eine Verbindung (cross-talk) zwischen dem extrinsischen und intrinsischen Apoptose-
Signalweg stellt das BH3-only Protein BID her (Li et al. 1998). Uber aktivierte Caspase-8 kann
BID zu trunkiertem BID (tBID) gespalten werden und transloziert zum Mitochondrium. tBID
vermittelt daraufhin das Dissoziieren von anti-apoptotischen Proteinen durch direkte Bindung
an BAX und BAK, sodass es zu einer vermehrten BAX- und BAK-Aktivierung kommt. Dadurch
wird der extrinsische Signalweg Uber einen positiven Kopplungsmechanismus durch

Aktivierung des intrinsischen Apoptose-Signalwegs verstarkt.
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Abbildung 1: Extrinisischer und intrinsischer Apoptose-Signalweg. Die extrinsisch
vermittelte Apoptose kann Uber Zelloberflachen-Rezeptoren (bspw. TNF-R1) durch
Ligandenbindung induziert werden. Der dabei entstehende Proteinkomplex (DISC) aktiviert die
Effektorcaspasen-3/ -6 und -7, was in der Zerstérung der Zelle endet. Im Gegensatz dazu wird
der intrinsische Apoptose-Signalweg Uber intrazellulare Signale aktiviert. Der intrinsische
Apoptose-Signalweg startet mit der Induktion der BH3-only Proteine, die die Aktivitat der anti-
apoptotischen BCL-2-Proteine neutralisieren und dabei die pro-apoptotischen Effektor-
Proteine BAX und BAK aktivieren. Die Porenbildung in der Mitochondrienmembran durch
Oligomerisierung von BAX und BAK fuhrt zur Freisetzung von Cytochrom c aus dem
Mitochondrium ins Cytoplasma. Nach Bildung des Apoptosoms wird die Caspase-9 aktiviert,
was wiederum zur Aktivierung der Caspase-3 und schlussendlich zur Apoptose der Zelle fihrt.
Die BCL-2-Protein-Familie reguliert den intrinsischen Signalweg und kann den extrinsischen
Signalweg modulieren, indem die Spaltung von BID zwischen den beiden Wegen vermittelt
wird (modifiziert nach (Czabotar et al. 2014; Youle und Strasser 2008), mit BioRender.com
erstellt).

3.4.4 BCL-2-Proteinfamilie

Die BCL-2-Proteinfamilie besteht aus pro- und anti-apoptotischen Proteinen, die durch
komplexe Interaktion untereinander ein Rheostat-Gleichgewicht aufrechterhalten. Sowohl das
Verhaltnis der pro- und anti-apoptotischen BCL-2-Proteine innerhalb einer Zelle als auch deren
Interaktion mit Konformations- und auch Lokalisationsanderungen tragen dazu bei, die
Cytochrom ¢ Freisetzung aus dem Mitochondrium zu kontrollieren. So kann Uber das
Schicksal der Zelle, zu Uberleben oder zu sterben, bestimmt werden (Galluzzi et al. 2012;

Leber et al. 2007; Pistritto et al. 2016). Das Gleichgewicht wird sowohl auf transkriptioneller
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als auch auf posttranslationaler Ebene als Antwort auf intrazellulare Stimuli reguliert. Die
BCL-2-Proteinfamilie kann in drei Untergruppen eingeteilt werden, wobei die Verwandtschaft
der BCL-2-Proteine auf dem Vorhandensein von mindestens einer der vier evolutionar
konservierten verschiedenen BCL-2-Homologie (BH)-Doménen zurtckzufiihren ist (Youle und
Strasser 2008). Die BH-Doménen sind fur die Funktion der BCL-2-Proteine entscheidend. Eine
Deletion oder Punktmutation in einer der BH-Domanen durch molekulares Klonen kann die
Apoptoserate stark beeinflussen. Die drei funktionell wichtigen BCL-2-Homologiedomé&nen
(BH1, BH2 und BH3) liegen in enger raumlicher Nahe und bilden eine verlangerte hydrophobe
Furche, die die Bindungsstelle fur andere Mitglieder der BCL-2-Familie bildet. Die als einziges
in allen BCL-2-Proteinen vorkommende BH3-Domane ist fir die Homo-/Heterodimerisierung
von pro- und anti-apoptotischen BCL-2 Familienmitgliedern verantwortlich. Die C-terminale
Transmembrandoméne ist wiederum fir die Lokalisation der BCL-2-Proteine und deren
Verankerung in die Membran zustandig (Pistritto et al. 2016). Das ausschliel3liche
Vorhandensein der BH3-Domane unterscheidet die pro-apoptotischen BH3-only Proteine (z.B.
BAD, BID, BIK, BIM, NOXA und PUMA) von den pro-apoptotischen Multidomanen-Proteinen
(multidomain proteins - MDP) BAX, BAK und BOK, welche die BH1-4-Domé&nen gemeinsam
haben (Abbildung 2) (Youle und Strasser 2008). Das Protein BOK wurde trotz seiner
Sequenzhomologie zu den porenbildenden Effektorproteinen BAX und BAK erst kirzlich als
pro-apoptotisches MDP der BCL-2-Familie nachgewiesen (Einsele-Scholz et al. 2016; Llambi
et al. 2016). Durch Aktivierung der Effektorproteine BAX, BAK und BOK kommt es im Zuge
einer Konformationsanderung zur Homo-Oligomerisierung der Proteine in der &aul3eren
Mitochondrienmembran. Die Aktivierung von BOK ist eher unkonventionell, da BOK als
intrinsisch instabil oder metastabil beschrieben wird. Dies bedeutet, dass BOK spontan seine
Konformation von einem inaktiven zu einem aktiven Zustand wechselt (Moldoveanu und
Zheng 2018). Durch Bildung von Poren vermitteln die Effektorproteine die MOMP und die
Freisetzung von Cytochrom c. Im Cytosol bewirkt Cytochrom c die Aktivierung der Caspasen,
was schlussendlich zum Zelltod fihrt (Chinnaiyan 1999; Fischer et al. 2006; Saelens et al.
2004). Die anti-apoptotischen BCL-2-&hnlichen Proteine (BCL-2, BCL-xL, BCL-w, MCL-1, Al)
antagonisieren die pro-apoptotische Aktivitat der BH3-only Proteine und der MDPs BAX und
BAK. Hierfur dient die hydrophobe Furche der BH-Doméanen 1 bis 3 der anti-apoptotischen
Proteine als Bindungsstelle fur die hydrophobe Oberflache der amphiphatischen a-Helix einer
anderen BH3-Doméne der Interaktionspartner BAX und BAK oder der BH3-only Proteine
(Youle und Strasser 2008). Die Regulation der BOK-induzierten Apoptose wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Zum einen wurde wiederholt gezeigt, dass die Apoptose-Induktion von
BOK durch MCL-1 gehemmt wird (Hsu et al. 1997; Lucendo et al. 2020; Stehle et al. 2018).
Zum anderen wird in einer neueren Vertffentlichung postuliert, dass BOK weder die

Aktivierung durch BH3-only Proteine bendtigt noch mit anti-apoptotischen Proteinen interagiert
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(Llambi et al. 2016). Vielmehr wird die Aktivitait von BOK Uber dessen Proteinstabilitat
kontrolliert und es wird vorgeschlagen, dass die konstitutive Ubiquitylierung durch den
AMFR/gp78 E3-Ubiquitin Ligase-Komplex und der proteasomale Abbau von BOK die
Apoptoseinduktion verhindert (Llambi et al. 2016).

Die BH3-only Proteine wiederum neutralisieren die Fahigkeit der anti-apoptotischen Proteine,
die Effektorproteine BAX und BAK zu antagonisieren und den Zelltod zu férdern (Huang et al.
2019). Die antagonisierende Wirkung der BCL-2-ahnlichen Proteine auf bestimmte pro-
apoptotische Mitglieder wird Uber die spezifische Interaktion der Proteine miteinander
gewahrleistet; diese wiederum wird durch die Aminosaurenzusammensetzung der
hydrophoben Furche und die Sequenz der BH3-Domane bestimmt (Czabotar et al. 2014).
Zusatzlich unterscheidet sich die Lokalisation der MDPs innerhalb der Zelle und ebenso ihre
bevorzugte Wechselwirkung mit anti-apoptotischen BCL-2-Proteinen. In gesunden Zellen ist
BAK auch im inaktiven Zustand bereits in der &uf3eren Mitochondrienmembran lokalisiert,
wahrend BAX vorwiegend im Cytosol vorzufinden ist. Bei Apoptose-Induktion wird aktives BAX
an das Mitochondrium transloziert (Fletcher et al. 2008). Fur BAK ist die bevorzugte Inhibition
durch MCL-1 und BCL-xL beschrieben, wahrend BAX préaferentiell von BCL-2, BCL-xL und
BCL-w inhibiert wird (Willis et al. 2005). Obgleich die Sequenz von BOK die gréfite Homologie
zu BAX und BAK unter den BCL-2 Proteinen aufweist, unterscheidet sich BOK von den
anderen Effektor-Proteinen unter anderem in der Lokalisation innerhalb der Zelle. Es konnte
gezeigt werden, dass der C-terminale Membrananker von BOK das Protein vornehmlich zum
ER beziehungsweise assoziierten Membranen dirigiert. Des Weiteren scheint BOK dort
vornehmlich an Inositol-1,4,5-Trisphosphat-Rezeptoren (IP3R) gebunden zu sein, was
wesentlich zur Stabilitédt von BOK beitragt (Carpio et al. 2021; Schulman et al. 2016). Ob fir
BOK-induzierte Apoptose BOK in gleicher Weise wie BAX und BAK zu den Mitochondrien
transloziert und Poren bildet, ist bislang unklar. Zwar gibt es verschiedene Belege dafiir, dass
BOK durch Uberexpression beziehungsweise Akkumulation Apoptose induzieren kann und die
Abwesenheit von BOK Zellen unter bestimmten Umstanden vor Apoptose schitzt. Der
Mechanismus, auf welche Weise die Apoptose-Induktion erfolgt, ist jedoch weitgehend
ungeklart. Neuste Erkenntnisse nach Carpio et al. zeigen beispielsweise, dass BOK durch
seine Bindung an IP3R eine wichtige Rolle in der Regulation des mitochondrialen Calcium-
Haushaltes einnimmt und somit auf anderem Wege als BAX und BAK die Apoptose-Induktion
beeinflusst. Die Arbeitsgruppe von Llambi et al. zeigte, dass BOK infolge einer Proteasom-
Inhibition akkumuliert und Zelltod induziert (Llambi et al. 2016). Das Indiz einer Stabilisation
von BOK wahrend der Proteasom-Inhibition deutet auf dessen proteasomalen Abbau hin. Das
gleiche Phanomen wird auch fur das BH3-only Protein NOXA beobachtet. Fir NOXA wird in

Publikationen bestatigt, dass es proteasomal abgebaut wird und bei Proteasom-Inhibition
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stabilisiert wird (Fennell et al. 2008). Infolgedessen kann NOXA das anti-apoptotische Protein

MCL-1 neutralisieren und Apoptose induzieren (Dutta et al. 2010).

BCL-2-Proteinfamilien-Interaktions-Netzwerk

BH: BCL-2 Homologie-Domane, TM: Transmembran-Domane

BH3- qnly @ BH-only Proteine
Proteine {pro-apoptotisch)

I
a2 a3 a9
J PUMA, NOXA, BIM, BAD, BIK, BID
anti-
apoptotische @ D D anti-apoptotische
Proteine . = Proteine
al a?2 a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9 (BCL-2 ahnliche)
J BCL-2, BCL-xL, BCL-w, MCL-1, BFL-1/A1
i——@—O I
teeeee {pro-apoptotisch)
I | | I

al aZz a3 a4 a5 a6 a7 a8 a9

BAX, BAK, BOK

OV‘ @
. .
_— Caspasen —_— }

Mitochondrium
Apoptose

Abbildung 2: Das Interaktions-Netzwerk der BCL-2-Proteine und deren Regulation der
aufReren Mitochondrienmembran-integritat. Die BH3-only Proteine (PUMA, NOXA, BIM,
BAD, BIK, BID) sind durch das alleinige Vorhandensein der BH3-Domaéne charakterisiert. Die
BH3-only Proteine binden mit ihrer BH3-Domane in die hydrophobe Furche der anti-
apoptotischen BCL-2-Proteine und neutralisieren deren Wirkung. Die anti-apoptotischen
BCL-2-Proteine (BCL-2, BCL-xL, BCL-w, MCL-1, BFL-1/A1) und die pro-apoptotischen
Effektorproteine (BAX, BAK, BOK) weisen alle vier BH-Doménen und eine ahnliche globulare
Struktur auf. Die anti-apoptotischen BCL-2-Proteine antagonisieren die pro-apoptotische
Wirkung der BH3-only Proteine und der MDPs BAX, BAK (und BOK), indem sie um die
Bindung in der hydrophoben Furche konkurrieren. Freies BAX und BAK (und BOK) kénnen
oligomerisieren und bilden Poren in der &uf3eren Mitochondrienmembran, was zu deren
Permeabilisierung (MOMP), Aktivierung der Caspasen und schlussendlich zur Apoptose fiihrt
(mit BioRender.com erstellt).

3.4.4.1 Das BH3-only Protein NOXA (PMAIP1)

Das BH3-only Protein NOXA wurde urspringlich als Phorbol-12-Myristat-13-Acetat
induzierbares Protein 1 (PMAIP1) (Hijikata et al. 1990) und spéater als wichtiges
transkriptionelles Target von TP53 identifiziert (Oda et al. 2000). NOXA ist sowohl Giber TP53-
abhangige als auch TP53-unabhangige Induktion beziehungsweise Stabilisierung in einer
Vielzahl von apoptotischen Signalwegen wie bei DNA-Schaden, ER-Stress oder Proteasom-
Inhibition involviert (Guikema et al. 2017; Ploner et al. 2008; Villunger et al. 2003). Bei viralen
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Infektionen induziert TP53 NOXA, wahrend unter hypoxischen Bedingungen auch eine TP53-
unabhangige Induktion von NOXA durch den hypoxia-inducible factor 1a (HIFla) erfolgt
(Guikema et al. 2017; Kim et al. 2004; Ploner et al. 2008). Sharma et al. verifizierten eine
TP53-unabhéangige NOXA-Induktion in einem Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses
(HNSCC - head and neck squamous cell carcinoma) mit inaktivem TP53 bei einer Cisplatin-
Behandlung. Dabei zeigte sich eine transkriptionelle mRNA-Induktion von PMAIP1, dem
NOXA-kodierenden Gen, durch die zwei aktivierenden Transkriptionsfaktoren (ATF) ATF3 und
ATF4. Die Aktivierung von ATF3 und ATF4 im Zuge von zellularem Stress wie DNA-Schaden
durch die Cisplatin-Behandlung fuihrte dazu, dass ATF3 und ATF4 an den NOXA-Promotor
assoziierten und die Expression von PMAIP1/NOXA induzierten (NUfiez-Vazquez et al. 2021,
Sharma et al. 2018; Wang et al. 2009). Die transkriptionelle Induktion von PMAIP1 wurde durch
Aktinomycin-D (ACM-D) verringert, was auch zur gleichzeitigen Reduktion der NOXA-
Expression fuhrte (Arai et al. 2020; NUfez-Vazquez et al. 2021).

NOXA bindet als BH3-only Protein préaferentiell an das anti-apoptotische Protein MCL-1,
wodurch die anti-apoptotische Wirkung von MCL-1 neutralisiert wird (Chen et al. 2005; Huang
et al. 2019). Verschiedene Publikationen bestatigen, dass an MCL-1 gebundenes NOXA die
fur den Abbau erforderliche Ubiquitin-Markierung foérdert und so den proteasomalen Abbau
beider Proteine veranlasst (Djajawi et al. 2020; Haschka et al. 2020; Pang et al. 2014). Die
Degradation des NOXA-MCL-1-Komplexes uber einen Ubiquitinierungs-abhangigen- oder
unabhangigen Weg wird allerdings kontrovers diskutiert. Nakajima et al. zeigten, dass bei
Expression von NOXA eine N-terminale mitochondriale Signalsequenz (Perciavalle et al.
2012) die Lokalisation ans Mitochondrium und die Transmembrandomane (TMD) die
Verankerung ins Mitochondrium gewéhrleistet. Uber Lysin-Reste wird NOXA ubiquitiniert und
rekrutiert MCL-1 ans Mitochondrium. Neuere Untersuchungen zeigen, dass die Interaktion von
NOXA mit MCL-1 die Phosphorylierung und Ubiquitinierung von MCL-1 vermittelt und der am
Mitochondrium lokalisierte NOXA-MCL-1-Komplex zum Proteasom transloziert und dort
abgebaut wird (Nakajima et al. 2014; Pang et al. 2014).

Fur die Phosphorylierung und Ubiquitinierung des NOXA-MCL-1-Komplexes sind Kinasen und
die E3-Ligase MARCHS5 verantwortlich (Nakajima et al. 2014). Die Forschungsgruppe von Arai
et al. demonstrierte, dass die E3-Ligase MARCH5 als Ubiquitin-Ligase fur das NOXA-
bindende MCL-1 agiert und die Degradation des NOXA-MCL-1-Komplexes vermittelt (Arai et
al. 2020; Djajawi et al. 2020; Haschka et al. 2020).

Da NOXA proteasomal abgebaut wird, kann eine Proteasom-Inhibition eine NOXA-
Stabilisation bewirken (Fennell et al. 2008). Des Weiteren werden bei Akkumulation
missgefalteter und nicht-funktionaler Proteine zelluldre Stress-Antworten eingeleitet. Eine

solche zellulare Stress-Antwort wurde bei Proteasom-Inhibition mittels Bortezomib (BTZ)
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festgestellt. Guikema et al. postulierten, dass bei Proteasom-Inhibition mittels BTZ der
Hauptweg zur NOXA-Induktion ebenfalls Uber zellularen Stress, dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER)-Stress, tiber PERK (protein kinase RNA-like ER kinase)/(P)-elF2a (eukaryotic
translation initiation factor 2a)/ATF4 ablauft (Chen et al. 2011; Guikema et al. 2017). Die
Akkumulation missgefalteter und nicht-funktionaler Proteine aktiviert bei Proteasom-Inhibition
die unterschiedlichen zellularen Stress-Antwort-Signalwege: i) das ER-Lumen veranlasst die
Reaktion auf die unfolded protein response (UPR) und ii) das Zytosol regt die heat shock
response an (HSR) wahrend iii) die integrated stress response (ISR) auf beide zellulare Stress-
Signalwege reagiert. Die UPR ist eine komplexe Reaktion der Zelle als Antwort auf Stress
durch die Ansammlung von fehlerhaften oder nicht funktionalen Proteinen im ER. Dabei
werden selektiv Translationsprozesse unterdriickt, falsch gefaltete Proteine abgebaut und
Signalwege zur verstarkten Synthese von Chaperonen, die fir eine korrekte Proteinfaltung
verantwortlich sind, aktiviert. Die HSR wird nicht nur bei Hitzeschock in Zellen aktiviert,
sondern tritt auch bei physikalischen oder biochemischen Stressbedingungen wie einer UV-
Bestrahlung oder der Behandlung von Zellen mit Stoffwechselinhibitoren auf. Hierbei wird die
verstarkte Expression von Hitzeschock-Genen ausgeltst, die ebenfalls zur Expression von
Hitzeschock-Transkriptionsfaktoren fuhren. Die Hitzeschock-Proteine bauen fehlgefaltete

Proteine ab, um den zelluldren Stress zu eliminieren.

3.4.5 Die integrierte Stress-Antwort (ISR)

Die ISR bindelt verschiedene =zellulare Ereignisse, zum Beispiel virale Infektionen,
Aminosauren- oder Ham-Mangel oder auch ER-Stress, die in zwei wichtigen Mechanismen
resultieren. Zum einen wird i) die globale Proteinsynthese reduziert und zum anderen wird ii)
die Ubersetzung spezifischer mRNAs oder open reading frames (ORFs) von alternativen
Startcodons in Gang gesetzt. Eine verstarkte elF2a-Phosphorylierung ist das Indiz fir den
ersten Mechanismus, wohingegen die Induktion der ATF4-Translation der Nachweis des
zweiten Mechanismus ist (Costa-Mattioli und Walter 2020; Pakos-Zebrucka et al. 2016). Unter
stressfreien Bedingungen wird ein terndrer Komplex (ternary complex - TC) aus elF2,
Guanosintriphosphat (GTP) und Methyl-tRNA (Transfer-Ribonukleinsdure) am 40S-Ribosom
gebildet, der die 5-Cap-abhéangige Translation der globalen Proteinsynthese gewahrleistet
(Abbildung 3 links oben). Nach Beendigung der Translation dissoziiert der TC vom 40S-
Ribosom und der Austausch von Guanosidiphosphat (GDP) zu GTP wird durch den
elF2B-Komplex katalysiert. Dadurch kann eine neue Inititation der mRNA-Translation

beginnen.

Unter Stress-Bedingungen wird je nach Stress-Stimulus eine der vier elF2a-Kinasen
Proteinkinase R (PKR), HRI (EIF2AK1 - eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase
1), GCN2 (general control nonderepressible 2) oder PERK aktiviert. Durch
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Konformationsénderungen im Zuge der Phosphorylierung kann (P)-elF2a in der katalytischen
Domane des elF2B-Komplexes binden. (P)-elF2a fungiert dabei als nicht-kompetitiver Inhibitor
und senkt das Level an TCs. Dies hat zur Folge, dass eine selektive Translation kodierender
DNA-Sequenzen stattfindet. Am Beispiel von ATF4 wird dann nicht mehr wie unter Normal-
Bedingungen der uORF1- (upstream ORF) und uORF2-Leserahmen abgelesen, sondern nur
noch der uORF1 und direkt im Anschluss die ATF4 CDS (coding DNA sequence) (Abbildung
3 unten rechts). Dadurch kann bei gleichzeitiger Verlangsamung der globalen Proteinsynthese
das Level an spezifisch translatierter mRNAs und die Synthese von ATF4 signifikant erh6ht
werden (Costa-Mattioli und Walter 2020; Pakos-Zebrucka et al. 2016).

Die Dephosphorylierung von elF2a wird entweder durch die konstitutiv exprimierte CReP-
Phosphatase (constitutive repressor of elF2a phosphorylation) oder durch die Downstream
von elF2a und ATF4 induzierte GADD34-Phosphatase (growth arrest and DNA damage-
inducible protein) bewerkstelligt. Unter Stress-Bedingungen wird die mRNA von GADD34
durch ATF4 transkriptionell induziert, die GADD34-Proteinkonzentration in der Zelle damit
erhoéht und die Dephosphorylierung von (P)-elF2a mittels GADD34 vorangetrieben. Diese
Ruckkopplungsschleife von GADD34 antagonisiert die relative Starke der ISR-Aktivierung und
erlaubt der Zelle die Beseitigung der verlangsamten globalen Proteinsynthese, wodurch die
ISR beendet wird (Jousse et al. 2003; Novoa et al. 2001; Pakos-Zebrucka et al. 2016). Die
Effektivitat der ISR hangt nicht nur von der Art des Stress-Signals ab, sondern auch von der
Dauer und Starke, aber auch dem Ausmal der elF2a-Phosphorylierung und der Translation
von ATF4 (Dey et al. 2010; Guan et al. 2014; Pakos-Zebrucka et al. 2016). Wenn der zellulare
Stress nicht durch den Abbau an (P)-elF2a mittels GADD34 neutralisiert werden kann, halt die
verlangsamte globale Proteinsynthese an und durch die Translation spezifischer mRNAs wie
ATF4 vermittelt induziertes ATF4 die Apoptose (Costa-Mattioli und Walter 2020).
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Abbildung 3: Integrierte Stress-Antwort (ISR -integrated stress response). Unter
stressfreien Bedingungen wird ein TC (ternary complex) aus elF2, GTP und Methyl-tRNA am
40S-Ribosom gebildet, der die 5-Cap-abhangige Translation der globalen Proteinsynthese
gewabhrleistet (linke Seite). Nach der Translation dissoziiert der TC vom 40S-Ribosom und der
elF2B-Komplex katalysiert den Austausch von GDP zu GTP. Bei zellularem Stress
phosphorylieren die elF2a-Kinasen elF2a (rechte Seite). (P)-elF2a inhibiert nicht-kompetitiv
den elF2B-Komplex und senkt das Level an TC. Dies hat zur Folge, dass eine selektive
Translation alternativer Leserahmen wie im Beispiel von ATF4 stattfindet. Die
Dephosphorylierung von elF2a erfolgt durch die konstitutiv exprimierte CReP-Phosphatase
(constitutive repressor of elF2a phosphorylation) oder die Downstream von elF2a und ATF4
induzierte GADD34-Phosphatase (growth arrest and DNA damage-inducible protein) und
beendet die ISR (mit BioRender.com erstellt).

Die Aktivierung der Stress-Kinasen kann auch Therapieziel sein, um den Effekt der integrierten
Stress-Antwort auszunutzen. Zum Beispiel fuhrt die Behandlung mit dem Tyrosin-Kinase-
Inhibitor Erlotinib in metastatischem Prostata-Krebs zur Aktivierung der integrierten Stress-
Antwort. Die aktivierten Kinasen PERK und GCN2 phosphorylieren elF2a und bewirken so
gesteigerte ATF4 Translation (Arai et al. 2020). Auch eine Behandlung mit 5-Azacitidin in
Kombination mit ABT-199 zeigte in chronischer oder akuter myeloider Leuk&mie die
Aktivierung der ISR. Die Induktion von ATF4 mit einhergehendem steigendem Proteinlevel an
ATF4 fahrte zu erhéhtem (P)-elF2a-Level, was die Aktivierung der ISR bestatigte (Jin et al.
2020). Auch das synthetisch hergestellte Fluorizolin induzierte die transkriptionelle NOXA-
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Aktivierung Uber die ISR. Auch hier fuhrte die Induktion von ATF3 und ATF4 und deren
Bindung am PMAIP1-Promotor zur NOXA-Induktion (NUfiez-Vazquez et al. 2021).

Der Wirkstoff Eeyarestatin |, ein Inhibitor des ER-assoziierter Proteinabbaus (ERAD), aktiviert
wie BTZ die NOXA-Induktion Uber die integrierte Stress-Antwort am ER in den MCL-Zelllinien
HBL-2 und JEKO-1. Wang et al. postulierten, dass die NOXA-Induktion tUber den Signalweg
PERK/(P)-elF2a/ATF3&ATF4 erfolgt, wobei anschlieBend durch erhéhte NOXA-Expression
eine NOXA-vermittelte Apoptose-Induktion eintrat (Wang et al. 2009).

Die ISR kann mit dem spezifischen Inhibitor ISRIB (integrated stress response inhibitor)
abgeschwacht werden, was sowohl von der Arbeitsgruppe Arai et al. als auch von Jin et al.
bestétigt wurde. Durch Zugabe von ISRIB wird gesteigertes (P)-elF2a wieder reduziert,
wodurch die Translation von ATF4 eingestellt wird und die NOXA-Induktion sinkt (Arai et al.
2020; Jin et al. 2020; Palam et al. 2015).

3.5Neue Generation der Krebs-Therapie

Der Fokus einer neuen Generation von Anti-Krebs-Medikamenten liegt auf Apoptose
induzierenden Therapeutika. Die Aktivierung des BCL-2 Netzwerks |0st Apoptose in
Krebszellen aus. In Sarkomen ist die Uberexpression anti-apoptotischer Proteine wie BCL-2
oder MCL-1 beschrieben; das resultierende Ungleichgewicht der Interaktionen zwischen pro-
und anti-apoptotischen Proteinen verhindert den programmierten Zelltod (Demicco et al. 2012;
Wauilleme-Toumi et al. 2005).

Da die Uberexpression anti-apoptotischer Proteine oftmals mit Therapie-Versagen assoziiert
ist, konnten BCL-2-Inhibitoren/BH3-Mimetika, die spezifisch auf Mechanismen zur Hemmung
der Apoptose abzielen, eine neue Behandlungsstrategie darstellen.

Oftmals ermdbglicht die Redundanz unterschiedlicher Signalwege durch Regulation
kompensatorischer  Signalwege in  Krebszellen Resistenzentwicklung gegenuber
Monotherapien (Dent et al. 2009). Die Einzeltherapie stdsst somit an ihre Grenzen und
Kombinationstherapien gewinnen immer mehr an Bedeutung. Vielversprechend sind
Kombinationen, die aus zwei oder sogar mehr Medikamenten bestehen und synergistisch
wirken, um beispielsweise Zelltod-Induktion in Krebszellen auszulésen (Muenchow et al.
2020). Bei einer synergistischen Wirkung wird die Wirkung der beiden einzelnen Medikamente
verstarkt, wobei die Wirkung der kombinierten Medikamente gréf3er ist als die Summe der
einzelnen Wirkungen. Ein Vorteil ist, dass die gewiinschte Wirkung, wie der induzierte Zelltod,
bereits bei niedrigerer Dosis als bei einer Monotherapie erreicht wird. Haufig werden
Kombinationstherapien eingesetzt, die den gleichen Signalweg angreifen oder parallele

Signalwege beeintrachtigen. Eine solche Kombinationstherapie ist zum Beispiel die hier
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beschriebene Nutzung eines BH3-Mimetikums bei gleichzeitiger Inhibition des Proteasoms.
Dadurch wird zum einen die Interaktion der BCL-2-Proteine in der Zelle durch das BH3-
Mimetikum ABT-199 beeinflusst, zum anderen wird durch die gleichzeitige Inhibition des
Proteasoms mittels BTZ die zellulare Stresssituation verstarkt (Muenchow et al. 2020; Yin et
al. 2014).

3.5.1 BH3-Mimetika in der Krebstherapie

Die sogenannten BCL-2-Inhibitoren/BH3-Mimetika, eine neuartige Klasse niedermolekularer
Wirkstoffe, wurden entwickelt, um spezifisch anti-apoptotische Proteine zu blockieren (Roberts
und Huang 2017; Taylor et al. 2011). BH3-Mimetika wirken wie BH3-only Proteine, indem sie
die hydrophobe Furche der anti-apoptotischen Proteine besetzen. Dadurch wird die Bindung
der pro-apoptotischen BH3-only- oder Effektorproteine (BAX, BAK und BOK) verhindert
(Nakajima und Tanaka 2016). Das als erstes entwickelte und von der FDA zugelassene BH3-
Mimetikum ABT-737 bindet primar an BCL-2 und BCL-XL (Lee et al. 2007). In dem Bestreben,
die Probleme mit der Bioverfiigbarkeit und Loslichkeit von ABT-737 zu Uberwinden, wurde das
oral verabreichte Navitoclax (ABT-263) entwickelt (Tse et al. 2008). ABT-263 zeigte jedoch
starke Nebenwirkungen wie Thrombocytopenie durch Blockierung von BCL-xL (Vogler et al.
2011). Daraufhin wurde ABT-199 entwickelt, das eine 100-fach bessere Affinitat zu BCL-2 als
zu BCL--xL aufweist (Davids und Letai 2013; Townsend et al. 2021). ABT-199 wird in
hamatopoetischen Malignomen wie MM, sowie bei AML und CML verwendet, die haufig BCL-2
Uberexprimieren. ABT-199 hat sich hierbei als wirksam zur erfolgreichen Apoptose-Induktion
erwiesen (DiNardo et al. 2019; Roberts et al. 2016). Des Weiteren zeigte ABT-199 als
Einzelwirkstoff in vorklinischen Modellen ermutigende Ergebnisse bei der Behandlung von ALL
(Diaz-Flores et al. 2019), beim HNSCC (Guy et al. 2021) und Neuroblastomen (Bate-Eya et
al. 2016). Allerdings induzierte eine ABT-199-Monotherapie in nicht-hdmatopoetischen
Erkrankungen wie den Weichteilsarkomen keine Apoptose (Barrott et al. 2017). ABT-199 zeigt
zumeist haufig beim MM mit hoher BCL-2-Expression relativ zur BCL-xL- und MCL-1-
Expression eine bessere Wirkung. Oftmals entsteht eine MCL--1-Uberexpression als
erworbene Resistenz gegeniiber ABT-199 (Wuilléeme-Toumi et al. 2005). Deshalb wird bei
Versagen einer ABT-199-Monotherapie als Alternative auf eine Medikamenten-Kombination
von ABT-199 mit einem spezifischen MCL-1-Inhibitor zuriickgegriffen (Algarin et al. 2020).
Inzwischen laufen mehrere Studien fur MCL-1-spezifische BH3-Mimetika, unter anderem
A-1210477 (Leverson et al. 2015), S63845 (Kotschy et al. 2016) oder AMG-397 (Caenepeel
et al. 2020). Fur den MCL-1-Inhibitor S63845 wurde erst kirzlich ein Synergismus mit ABT-199
in Synovialsarkomen beschrieben (Fairchild et al. 2020). Eine weitere Publikation beschreibt
eine BCL-2-unabhéngige Wirkung von ABT-199 auf den zelluldren Metabolismus (Roca-
Portoles et al. 2020). Roca-Portoles und seine Arbeitsgruppe postulierten, dass ABT-199

unabhangig von seiner eigentlichen Funktion der BCL-2-Inhibition zu einer Dysbalance im
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mitochondrialen Metabolismus fuihrt. Die durch ABT-199 hervorgerufene Reduktion der
Komplex I/ll-Aktivitdt der Elektronentransportkette (ETC) stort das Gleichgewicht des
mitochondrialen Metabolismus, der Effekt wird mitochondrial metabolic reprogramming
genannt. Durch die Dysbalance in der ETC wird die ISR aktiviert und durch gesteigerte
Expression von ATF3&ATF4 eine PMAIP1/NOXA-abhangige Apoptose-Induktion erreicht
(Roca-Portoles et al. 2020; Sharon et al. 2019). Durch diesen Off-Target-Effekt von ABT-199
kénnen auch erworbene Resistenzen gegentber ABT-199, wie es bei rezidivierten MM der
Fall sein kann, iberwunden werden. Bajpai et al. zeigten eine Sensitivierung von resistenten
MM fir ABT-199 durch Inhibition der ETC Komplexe | oder I, wodurch tber ATF4-Induktion
die NOXA-vermittelte Apoptose erreicht werden konnte (Bajpai et al. 2020).

3.5.2 Proteasom-Inhibition in der Krebstherapie

Die Proteasom-Inhibition stellt eine weitere Option in der Krebstherapie dar, indem die
Proteindegradierung tber das Proteasom blockiert wird. Proteasome sind maf3geblich an der
zellularen Homoostase beteiligt; sie bauen die durch Ubiquitinierung fur den Abbau markierten
Proteine proteolytisch ab. Das Proteasom ist ein ubiquitdrer multikatalytischer Protease-
Komplex und fungiert als Antagonist der Proteinbiosynthese (Orlowski und Michaud 1989).
Durch die Proteasom-Inhibition akkumulieren nicht-gefaltete oder miss-gefaltete Proteine im
Cytosol und storen die Protein-Homoostase. Dadurch wird die ISR aktiviert (siehe Kapitel
3.4.5), die schlussendlich zur Apoptose fuhrt (Abbildung 4 A) (Manasanch und Orlowski 2017).
Das Proteasom besteht aus einer katalytischen 20S-Kerneinheit und zwei regulatorischen
19S-Untereinheiten (UE) (Abbildung 4 B). Uberfliissige oder miss-gefaltete Proteine werden
durch Kopplung von Ubiquitin in einem dreistufigen Prozess mit Hilfe von drei verschiedenen
Ubiquitin-Protein-Ligasen E1, E2 und E3 flr den proteasomalen Abbau markiert. Dabei
katalysiert in einem ersten Schritt die E1-Ubiquitin-Protein-Ligase unter ATP-Verbrauch die
Bindung eines Ubiquitins an dessen Oberflache. Im zweiten Schritt wird das Ubiquitin auf die
E2-Ubiquitin-Protein-Ligase Ubertragen, wéahrend im letzten Schritt die E3-Ubiquitin-Protein-
Ligase die Ubertragung des Ubiquitins auf die Oerflache des zu markierenden Proteins
katalysiert (Abbildung 4 B). Um das Protein zum proteasomalen Abbau zu markieren, muss
eine Polyubiquitinierung stattfinden (Lecker et al. 2006; Pickart und Eddins 2004). Nach
Markierung des Zielproteins wird es von der 19S-UE erkannt und unter Verbrauch von ATP
entfaltet. AnschlieR3end erfolgt die Deubiquitinierung und Translokation in den Kern der 20S-
UE. Hier wird das Protein proteolytisch abgebaut, indem die B1-UE mit Caspase-ahnlicher
Aktivitat, die B.-UE mit Trypsin-&hnlicher Aktivitéat oder die Bs-UE mit Chymotrypsin-ahnlicher
Aktivitat die Peptidbindungen spezifisch schneidet.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Protein-Homdostase und des
Proteasomstoffwechsels. A Unter normalen Bedingungen hélt die Zelle ein Gleichgewicht
zwischen ubiquitinierten und abzubauenden Proteinen auf der einen Seite und der Proteasom-
Kapazitat auf der anderen Seite aufrecht. Proteasom-Inhibition beeintrachtigt die Kapazitét
und stort diese Balance, was zu proteotoxischem Stress und zur Aktivierung von Apoptose-
Signalwegen fihrt (Manasanch und Orlowski 2017). B Nicht-funktionale oder miss-gefaltete
Proteine werden mit Hilfe der Enzyme E1, E2 und E3 polyubiquitiniert und dadurch fir den
proteasomalen Abbau markiert. Nach Erkennung des Zielproteins durch die regulatorische
19S-UE wird das Protein unter Energieverbrauch entfaltet. Nach Deubiquitinierung wird das
Protein in die katalytische 20S-UE transloziert und proteolytisch abgebaut (Lecker et al. 2006;
Pickart und Eddins 2004), mit BioRender.com erstellt).

Der Proteasom-Inhibitor (PI) BTZ ist fur die Therapie von MM und speziell bei MCL ein
wirksames und effizientes Medikament (Manasanch und Orlowski 2017; Richardson et al.
2003). Klinisch verwendete Pls wie Carfilzomib (CFZ), Ixazomib (IXZ) oder Marizomib (MAZ)
unterscheiden sich in ihrer Pharmakokinetik, der Spezifitdit und Affinitat gegeniber der
katalytisch aktiven UE des Proteasoms. Alle genannten Pls blockieren die Aktivitat der Bs-UE.
Dabei ist die Bindung von BTZ und IXZ reversibel, wahrend im Gegensatz dazu CFZ
irreversibel bindet. BTZ und IXZ hemmen zusatzlich die B1-UE reversibel, wahrend CFZ die
B2-UE irreversibel hemmt (Besse et al. 2019) (Abbildung 5). BTZ zeigt eine apoptotische
Wirkung bei verschiedenen Tumor-Entitdten wie Lungenkarzinom (Adams et al. 1999),

Mammakarzinom (Adams et al. 1999) und auch Osteosarkomen (Shapovalov et al. 2010). In
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einer Phase 2 Studie konnte jedoch nur eine geringe Wirkung von BTZ bei fortgeschrittenen
Sarkomen (NCTO00027719) (Maki et al. 2005) festgestellt werden; bei Kombination mit
Vorinostat wurde kein Therapie-Ansprechen bei fortgeschrittenen Sarkomen erzielt
(NCT00937495) (Attia et al. 2011). Allerdings zeigte die Kombination von ABT-199 mit BTZ
und Dexamethason eine vielversprechende Effizienz bei Patienten mit refraktarem MM in
klinischen Studien der Phase 1b und Il (Kumar et al. 2020; Moreau et al. 2017). Eine
synergistische Wirkung von BTZ in Kombination mit ABT-199 in STS-Zelllinien wurde zudem
erst kurzlich in Vorarbeiten beschrieben (Muenchow et al. 2020). Ebenso wurde die PI-
vermittelte Akkumulation des BH3-only Proteins NOXA beobachtet, die zuvor bereits durch
verschiedene Arbeitsgruppen bei Proteasom-Inhibition mit BTZ in Melanom- oder Myelom-
Zellen, CLL oder in MCL-Zellen beschrieben wurde (Llambi et al. 2016; Muenchow et al. 2020;
Baou et al. 2010; Pérez-Galan et al. 2006; Qin et al. 2006).

Proteasom-Inhibition

265-Proteasom Caspase-
ahnliche UE

(Bortezomib) (Carﬁlzomib) ( Ixazomib )
19S-UE |

Trypsin-

/ @ I-:”1/%:ihnliche UE b B o 5 @
20S-UE e @ _ e -
19st£{ |

Chymotrypsin-

dhnliche UE
Abbildung 5: Struktur des 26S Proteasoms und Angriffspunkte von Inhibitoren. Die
katalytische 20S-UE kann mittels der sechs (2x3) proteolytisch aktiven UE B: (Caspase-
ahnliche UE), B2 (Trypsin-ahnliche UE) und Bs (Chymotrypsin-ahnliche UE) zum Abbau
markierte Proteine spalten. Die PlIs inhibieren spezifisch diese proteolytisch aktiven UE. BTZ
und IXZ hemmen B: und Bs, wahrend CFZ B, und Bs inhibiert ((Besse et al. 2019), mit
BioRender.com erstellt).
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4. Zielsetzung

Die meisten Neoplasien, darunter auch Sarkome, werden je nach Schweregrad mit
multimodalen Therapiekonzepten behandelt. Trotz der fortlaufenden Entwicklungen in der
Krebstherapie bleiben Sarkome aufgrund ihrer genetischen Heterogenitdt noch immer
schwierig zu therapieren (Krebs - Das ZfKD 2023). Fortgeschrittene Sarkome sind nach wie
vor mit einer schlechten Prognose assoziiert und die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt noch
immer maximal 50% (Weitz et al. 2003). Kombinationstherapien haben sich als effektiver als
die entsprechende Einzeltherapie gezeigt, wie auch aktuelle Studien (Kapitel 3.2.2) bestétigen
(Dent et al. 2009). Als vielversprechend haben sich hierbei Apoptose induzierende
Therapieansatze erwiesen, die aus zwei oder mehr synergistisch wirkenden Medikamenten
bestehen, um beispielsweise Zelltod-Induktion in Krebszellen auszultsen. Erst kurzlich zeigten
eigene Vorarbeiten, dass das BH3-Mimetikum ABT-199 in Kombination mit dem Pl BTZ in
STS-abstammenden Zellen und Zelllinien synergistisch wirkt (Muenchow et al. 2020).

Ein Ziel der vorliegenden Arbeit war es, relevante Schiisselmolekiile fir die synergistische
Apoptose-Induktion durch die Kombination aus ABT-199&BTZ in STS-Zelllinien zu
identifizieren. Hierfir wurden mittels CRISPR/Cas9-Technologie Knock-Out-Zelllinien der
Effektor-Proteine generiert und der Einfluss auf die ABT-199&BTZ-vermittelte Apoptose-
Induktion analysiert.

Weiterhin wurde in dieser Arbeit die beobachtete NOXA-Expression bei ABT-199&BTZ-
vermittelter Zelltod-Induktion detailliert untersucht. Das BH3-only Protein spielt in dem Kontext
der ABT-199&BTZ-vermittelten Apoptose-Induktion eine essentielle Rolle und neutralisiert bei
mitochondrialer intrinsischer Apoptose-Induktion praferentiell das anti-apoptotische Protein
MCL-1 (Chen et al. 2005; Huang et al. 2019; Muenchow et al. 2020). Aufgrund dessen sollte
die Frage beantwortet werden, welche Relevanz NOXA bei dem synergistisch induzierten
Zelltod spielt und wie die festgestellte verstarkte Expression von NOXA bei ABT-199&BTZ

induziertem Zelltod reguliert wird.

MCL-1-Inhibitoren werden bisher nur in klinischen Studien eingesetzt. Daher kbnnte die
Proteasom-Inhibition mit zugelassenen Medikamenten eine interessante Alternative fur die
klinische Anwendung darstellen. In dieser Arbeit wurde die beschriebene Kombination aus
ABT-199 und BTZ auf weitere klinisch relevante Pls ausgeweitet, um die Frage zu
beantworten, ob die ABT-199&BTZ-vermittelte synergistische Zelltod-Induktion spezifisch fur
BTZ ist oder allgemein durch Proteasom-Inhibition verursacht wird. Hierfir wurden die Pls CFZ
und IXZ als eine attraktive Alternative zu BTZ hinzugezogen, da beide Inhibitoren bereits in

klinischer Anwendung sind.
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5. Material und Methoden

5.1 Bakterienkultur

5.1.1 Kultivierung von Bakterien

Die Kultivierung der E. coli-Bakterien erfolgte als Flussigkultur in Luria-Bertani-Medium (LB)
oder auf LB-Agarplatten. Der Stamm HB101 (Stbl3) wurde bei 37 °C aerob kultiviert (Tabelle
1). Flussigkulturen wurden in Erlenmeyerkolben unter konstantem Schiitteln (170 rpm) bei
37 °C inkubiert. Plasmid-tragende Bakterien wurden in Anwesenheit von 100 pg/mL Ampicillin

kultiviert.

Tabelle 1: Verwendete Bakterienstamme

Stamm | Organismus @ Genotyp Herkunft

HB101 Escherichia F mcrB mrr hsdS20(rs", mg’) recA13 supE44 Thermo

(StbI3) coli ara-14 galk2 lacY1 proA2 rpsL20(StrR) xyl-5 A= | Fisher
leu mtl-1 Scientific,

Waltham, US

LB-Medium

Hefeextrakt 59

Natriumchlorid (NaCl) 10g

Peptone 109

ddH.O ad1lL

LB-Platten

Agarose (1.5% w/v) 15¢

Hefeextrakt 549

Peptone 10g

ddH20 ad 1L

Agarose (1.5% wi/v) Merck KGaA, Darmstadt, DE

Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, DE

Hefeextrakt Carl Roth, Karlsruhe, DE

NacCl Merck KGaA, Darmstadt, DE

Peptone Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, DE

5.1.2 Transformation chemisch kompetenter Bakterien

Zur Vervielfaltigung wurden 10 pg — 100 ng der gewinschten Plasmid-DNA (Tabelle 5) in
50 yuL chemisch kompetente Stbl3-Bakterien (Tabelle 5) eingebracht. Die Bakterien wurden
mit der Plasmid-DNA 30 min auf Eis inkubiert und anschlieRend erfolgte der Hitzeschock bei
42 °C fur 45 s. Dann wurden die Proben erneut fir 2 min auf Eis gestellt und 250 pL SOC-

Medium hinzugegeben. Nach einer Stunde Schiitteln bei 225 rpm und 37 °C wurden 10% und
26



Material und Methoden

90% der Bakterienlésung auf Selektionsplatten (100 pg/mL Ampicillin) ausplattiert und UN bei
37 °C im Brutschrank inkubiert.

SOC Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

5.2 Molekularbiologische Methoden

5.2.1 Midi-Praparation von Plasmid-DNA

Die Praparation von Plasmid-DNA wurde mit dem NucleoBond Xtra Midi Kit durchgefiihrt, um
grolRere Mengen und eine héhere Reinheit der DNA zu erhalten. Es wurden hierflr 5 mL LB-
Medium mit einer Einzelkolonie beimpft und fiir 8 h bei 37 °C und 170 rpm angezogen. Am
nachsten Tag wurde eine Ubernachtkultur mit 100 mL LB-Medium mit 200 uL Starter-Kultur
beimpft und Gber Nacht bei 37 °C und 170 rpm inkubiert. Nach Pelletierung der Bakterienkultur
(6000 xg, 5 min, RT) wurde nach dem Protokoll fiir High-copy Plasmid-Isolation verfahren,
wobei anstelle der Zentrifugationsschritte nach der Isopropanol-Féllung die Plasmid-DNA
mittels des NucleoBond Finalizer's konzentriert wurde. Die Pasmid-DNA wurde in 200 pL
Nuklease-freiem Wasser eluiert.

NucleoBond Xtra Midi Kit MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG, Duren, DE
Nuklease-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden, DE

5.2.2 DNA/RNA Konzentrationsbestimmung

Zur Bestimmung der Qualitat und Quantitat von Nukleinsduren wurde ein Spektralphotometer
verwendet (NanoDrop 2000c). Die Messung erfolgte im ultravioletten Spektralbereich bei einer
Wellenlange von 260 nm und 280 nm.

NanoDrop 2000c Spectrophotometer PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen, DE

5.2.3 DNA Sequenzierung

Die Sequenzierung der Plasmide zur Uberpriifung der insertierten single-guide RNAs
(sgRNAs) erfolgte mittels Sanger-Sequenzierung durch die Firma Microsynth AG (Balgach,
CH). Die hierfur benotigten Oligonukleotide wurden durch die Firma Metabion International AG
(Planegg/Steinkirchen, DE) synthetisiert (Tabelle 2). Die Auswertung der Sequenzierung

erfolgte mittels der ApE Software.
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Tabelle 2: Verwendete Oligonukleotide
Nr.  Name Sequenz 5°-3¢ Tm Verwendung
5 | pLenti_seq_rev_EFla CAGTACACGACATCACTTTC | 56 °C | Sequenzierung
6 | pLenti_seq_for LKO.1 | GACTATCATATGCTTACCGT | 54 °C | Sequenzierung

ApE, A plasmid Editor M. Wayne Davis, University of Utah, San José, US

5.3 Zellkultur

5.3.1 Verwendete Zelllinien

Die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien sind in Tabelle 3 aufgelistet. Die Zelllinien wurden
zur Untersuchung des allgemeinen ABT-199&PI-vermittelten Synergismus als auch zur
Klarung des Regulations-Mechanismus der beobachteten NOXA-Induktion herangezogen.

Die bereits etablierten HCT116-Knock-Out-Zelllinien wurden mit pLentiCRISPRv2 und
entsprechender sgRNA fir BAX, BAK oder BOK generiert. HCT116PKO-emPy enthalt
pLentiCRISPRv2 und eine CTRL-sgRNA. HCT116™ enthalt den DKO von BAX und BAK und
pLentiCRISPRv2 mit sgBOK.

Tabelle 3: Verwendete und generierte Saugerzelllinien

. TP53- .
Zelllinie Ursprung Status Medium Herkunft
A549 Bronchialkarzinom  wt SUpi'é EPM' ATCC CCL-185
H1299/WT Nichtkleinzelliges | - . iery | SUPPL RPMI s +cc cRL-580
Bronchialkarzinom 1640
. . : zur Verfligung
H1299/TP53 Nichtkleinzelliges we  SUPPLRPMIT o tellt von AG
Bronchialkarzinom 1640 .
Aulitzky
HCT116/WT Kolorektales suppl.
Karzinom wt McCoy’s 5A ATCC CCL-247
Bert Vogelstein
Kolorektales suppl. (Baltimore, MD,
BAX_KO
HCT116 Karzinom wt McCoy’s BA USA)
(Zhang et al. 2000)
Kolorektales suppl. Wang und Youle
HCT116PK° : )
CT116 Karzinom wt McCoy’s 5A (2012)
Kolorektales suppl. Gillissen et al
BAK_KO
HCT116 Karzinom wt McCoy’s 5A (2010)
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zur Verfigung
gestellt von Prof.

HCT1168°%9, Kolorektales suppl Dlgézfrr]r?;zjrlls
HCT116°K0_empty yng . wt PP rauim:
. Karzinom McCoy’s 5A | (Universitat Bern,
HCT116 . N
Institut fur
Pharmakologie,
AT)
Humane, R70007 Invitrogen,
embryonale suppl. RPMI Thermo Fisher
HEK293 FT immortalisierte wt 1640 Scientific,
Nierenzellen Waltham, US
. suppl. RPMI
MCF-7 Mamma-Karzinom wt 1640 ATCCHTB-2
: suppl. RPMI (Janicke et al.
MCF-7.3.28 Mamma-Karzinom 1640 1998)
MCF-10A Mamma-Karzinom Suppl. | ATCC CRL-10317
DMEM/F-12
. , |. RPMI
MDA-MB-157 Mamma-Karzinom = mutiert™ S“pis o ATCCHTB-24
Embryonales suppl. RPMI
NTERA2/D1 Hodenkarzinom wt 1640 LGC Standards
: . : suppl. RPMI
oVv3 Ovarialkarzinom mutiert 1640 ATCCHTB-161
ov4 Ovarialkarzinom mutiert supEI(.MR(’)PMI ATCC NCI-60
ovs Ovarialkarzinom deletiert SUpingPMI ATCC NCI-60
Rhabdomyo-
Sarkom . suppl.
RD (quergestreitter mutiert DMEM ATCC CCL-136
Muskel)
Leiomyosarkom : suppl.
SK-LMS (Vulva) mutiert DMEM ATCC HTB-88
Synovialsarkom suppl.
SW982/WT (Synovialis) wit DMEM ATCC HTB-93
KO-Linien BAXKO, Synovialsarkom wt suppl. in dieser Arbeit
BAKKO und BOKX© (Synovialis) DMEM generiert

5.3.2 Kultivierung eukaryotischer Zellen

Die Kultivierung eukaryotischer Zellen erfolgte unter S1/S2-Laborrichtlinien, wobei stets unter
der Sterilbank gearbeitet wurde. Die Kaultivierung erfolgte je nach Zelllinie in DMEM,
DMEM/F-12, RPMI 1640 oder McCoy's 5A Medium mit 10% fotalem Kéalberserum (FCS) und
29 mL AddR-L6sung (suppl. Medium). Die adharenten Zellen wurden in Zellkulturflaschen mit
Plasma behandelter Oberflache bei 37 °C und 5% CO, und feuchter Atmosphére inkubiert.
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Alle 2-3 Tage erfolgte das Passagieren der Zellen durch Absaugen des Mediums,
zweimaligem Waschen in 1x PBS und dem Abl6sen der Zellen mittels Trypsin-EDTA
(Ethylendiamintetraacetat). Nach Zentrifugation (340 xg, 5 min, RT) wurde das Zellpellet in

frischem Medium resuspendiert und in neuen Zellkulturflaschen ausgesat.

AddR-L6sung

L- Asparagin 0,13 mM
HEPES-Puffer 0,17 M
L-Glutamin-Ldsung 5,8% (% V/v)
Natriumpyruvat-Losung 5,8% (% v/iv)
Nicht-essentielle Aminosauren (100x) 10% (% v/v)
Penicillin/Streptomycin (P/S) 5,8% (% V/v)
B-Mercaptoethanol-Lésung 5,8% (% V/V)

Supplementiertes Medium (1x)

AddR-L6sung 17,24% (% viv)
FCs 1% (% Vviv)

in DMEM [+4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamin,

25 mM HEPES]; DMEM/F12 1:1 Mix

[+2,5 mM L-Glutamin, 15 mM HEPES,

1,2 g/L NaHCOs3, 1 mM Na-Pyruvat];

McCoy’'s 5A [+25 mM HEPES]; RPMI-1640

DMEM (1x) [+4,5 g/L D-Glucose, L-Glutamin, Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
25 mM HEPES]

DMEM/F-12 1:1 Mix [+2,5 mM L-Glutamin, PAN-Biotech GmbH, Aidenbach, DE

15 mM HEPES, 1,2 g/L NaHCO3, 1 mM Na-

Pyruvat]

fetal calf serum (FCS) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

hEGF PeproTech GmbH, Hamburg, DE
Hydrocortison Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
4-(2-Hydroxyethyl)-Piperazin-1- Merck KGaA, Darmstadt, DE
Ethansulfonsdure (HEPES)

Insulin Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
L-Asparagin Monohydrat Biochrom AG, Berlin, DE
L-Glutamin-L6sung Biochrom AG, Berlin, DE

McCoy’s 5A (1x) [+25 mM HEPES] Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
Natriumpyruvat-L6sung (100 mM) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
Nicht-essentielle Aminosauren (100x) Biochrom AG, Berlin, DE

PBS Dulbecco w/o Ca?*, w/o Mg?* Biochrom AG, Berlin, DE
Penicilin/Streptomycin (P/S) Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
RPMI 1640 (1x) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
Trypsin-EDTA (0,05%) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
B-Mercaptoethanol Carl Roth, Karlsruhe, DE
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5.3.3 Bestimmung der Lebendzellzahl

Zur Bestimmung der Zellzahl wurde ein Aliquot der Zellsuspension im Verhéaltnis 1:1 mit einer
Trypanblau-Ldésung (0,4%) verdinnt und mittels eines automatisierten Zellzahlers (EVE
Automatic cell counter) die Zahl vitaler Zellen bestimmt.

Automatisierter Zellzahler EVE Automatic VWR International GmbH, Darmstadt, DE
cell counter NanoEnTek

EVE Cell counting slide NanoEnTek VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Trypanblau-Ldsung (0,4%) VWR International GmbH, Darmstadt, DE

5.3.4 Kryokonservierung
Fur die  Kryokonservierung  wurden 2:10°Zellen in 1mL  Einfriermedium
(FCS + 10% Dimethylsulfoxid (DMSQ)) aufgenommen und in einer Einfrierbox Giber Nacht bei

-80 °C gelagert. Anschlie3end wurden die Kryoréhrchen in fliissigem Stickstoff gelagert.

DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE
fetal calf serum (FCS) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Kryo-Roéhrchen (1,8 mL CryoPure Gefalie) VWR International GmbH, Darmstadt, DE

5.3.5 Auftauen eukaryotischer Zellen

Nach etwa 20 Passagen wurden die in Kultur gehaltenen Zelllinien durch kryokonservierte
Zelllinien ersetzt. Zum Auftauen eukaryotischer Zellen wurde ein Kryoréhrchen mit
konservierten Zellen im Wasserbad 1 — 2 min bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden in 9 mL
supplementiertem Medium aufgenommen und bei 340 xg fiir 5 min und 4 °C zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde in 1 mL supplementiertem Medium resuspendiert, mit weiteren 11 mL

frischem Medium verdinnt und die Zellsuspension in eine Zellkulturflasche tberfiihrt.

5.3.6 Transfektion von Plasmid-DNA
Fur die Untersuchung des Einflusses des BH3-Mimetikums ABT-199 auf die transgene NOXA-

Expression wurden Zellen mit einem Plasmid zur Expression von NOXA transfiziert.

Fur die Transfektion wurden 3,5:10°Zellen pro 6-Well ausgesat und unter
Standardbedingungen (37 °C, 5% CO,) Uber Nacht inkubiert. Am nachsten Tag wurden
2 ug des pHV Ad2 TRE-Puro myc NOXA-Plasmids und 0,5 pug des pTET-OFF-Plasmids mit
Hilfe des Polyethylenimin-Transfektionsreagenz (PEIl) im Verhdltnis 1:6 (DNA-PEI) co-
transfiziert (Tabelle 4). Hierfir wurden die 2 pug Plasmid-DNA (pHV Ad2 TRE Puro myc NOXA)
und die 0,5 pug Plasmid-DNA (pTET-OFF-Plasmids) zusammen in einem Endvolumen von
100 pL Opti-MEM | und 12 pL PEI-Transfektionsreagenz ebenfalls in einem Endvolumen von
100 pL Opti-MEM | separat vermischt und anschlieRend die PEI-Losung zur DNA-L&sung
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hinzu pipettiert und 10 min bei RT inkubiert. 200 mL des Transfektionsgemischs wurden mit
1 mL Serum- und Antibiotika-freiem DMEM auf die Zellen getropft und bei 37 °C und 5% CO-
inkubiert. Sechs Stunden nach Transfektion wurde Serum (10% FCS) und AddR-L&sung
(Kapitel 5.3.2) hinzugegeben und tber Nacht weiter inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
Zellen entsprechend mit Zytostatika fur 8 h inkubiert und mittels Western Blot die transgene
NOXA-Expression analysiert.

Tabelle 4. Verwendete Plasmide far die Transfektion des NOXA-
Expressionskonstruktes

Nr. Name Herkunft
- pHV Ad2 TRE-Puro myc Noxa | Gillisen et al (2003)
- pPpTET-OFF Gillisen et al (2003)

PEI-Transfektionsreagenz (1 mg/mL)

1 M HEPES 25 mM
NaCl (0,9% wi/v) 0,15 M
PEI 40 pM

bovine serum albumin (Albumin Fraktion V,  Carl Roth, Karlsruhe, DE

BSA)

Opti-MEM | (1x) [+HEPES, 2,4 g/L Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
Natriumhydrogenkarbonat, L-Glutamin]

Polyethylenimin, linear (PEI) Polysciences Europe GmbH, Hirschberg an

der Bergstrasse, DE

5.4Virologische Methoden

5.4.1 Produktion von Lentiviren

Fir die Generierung klonaler Knock-Out-Zelllinien (KO) wurden bereits klonierte lentivirale
Vektoren mit den entsprechenden sgRNAs fir die Zielgene BAX, BAK und BOK verwendet
(Tabelle 5).

Fur die Produktion von Lentiviren wurden 1-10° HEK293FT-Zellen in eine T175-Flasche
ausgesat und bei 37 °C und 5% CO, Uber Nacht inkubiert. Am néachsten Tag erfolgte die
Transfektion mit 20 ug der entsprechenden lentiCRISPR-Konstrukte, 10 ug des lentiviralen
Verpackungsplasmids psPAX2 und 15 pg des VSV-G lentiviralen Plasmids zur Expression des
Hullproteins, die in einem Endvolumen von 100 pL Opti-MEM | vermischt wurden. Das PEI
wurde im Verhéltnis 1:2 (DNA:PEI) ebenfalls in einem Endvolumen von 100 pL Opti-MEM |
vermischt und anschlieRend das PEI-Transfektionsreagenz zur Plasmid-DNA pipettiert und
vorsichtig resuspendiert. Nach 10 min Inkubationszeit bei RT wurde das Transfektionsgemisch
mit Serum- und Antibiotika-freiem RPMI 1640 auf die Zellen gegeben und bei 37 °C und
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5% CO; inkubiert. Sechs Stunden nach Transfektion wurde Serum (10% FCS) und AddR-
Losung (Kapitel 5.3.2) hinzugegeben und Uber Nacht weiter inkubiert.

48 h und 72 h nach Transfektion erfolgte die Ernte viraler Partikel durch Abnehmen des
Viruspartikel-enthaltenden Zellkulturiberstands. AnschlieBend wurden die Zellen mittels eines
Zellschabers abgeschabt und mehrmals auf und ab pipettiert. Die geernteten viralen
Uberstande und die abgeschabten Zellen wurden zusammengefiihrt und Zelltrimmer bei
3000 xg fir 5 min und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde mittels eines 0,45 pm PVDF-
Filters filtriert und Viruspartikel bei 50000 xg fur 90 min und 4 °C zentrifugiert. Die
sedimentierten viralen Partikeln wurden in 200 pL 1% BSA/PBS uber Nacht bei 4 °C gelOst
und anschlieRend bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

Tabelle 5: Verwendete Plasmide fur die Generierung von Knock-Out-Zelllinien
Labor-

interne = Name sgRNA [5] Verwendung Marker Herkunft
Nr.
p-lenti2- "
CRISPR- CAC CGC Generierung zur Verfigung
TGC AGG . gestellt von AG
#568 hBax4 von Puromycin
KL 4 ATG ATT SW982/BAXKO Essmann (Shalem et
' GCC GCC G al. 2014)
(Amp)
p-lenti2- .
CRISPR- CAC CGG Generierung zur Verfigung
CTC ACC . gestellt von AG
#569 hBak2 von Puromycin
KL 2 TGC TAG SWO82/BAKKO Essmann (Shalem et
' GTTGCAG al. 2014)
(Amp)
p-lenti2- .
CRISPR- CAC CGG Generierung 2ur Verfugung
ACC GAT . gestellt von AG
#570 hBok6 von Puromycin
KL 6 GCGTTC SW982/BOKKC Essmann (Shalem et
' CTG GCC G al. 2014)
(Amp)
Didier Trono
(Addgene plasmid #
12247 ;
#E063 | pLVTHM Positivkontrolle GFP http://n2t.net/addgen
e:12247 ;
RRID:Addgene_122
47)
Didier Trono
Lentivirales (Addgene plasmid #
psPAX2 Verpackungs- 12260 ;
#EO78 lenti plasmid fir http://n2t.net/addgen
(Amp) Lentivirus- e:12260 ;
produktion RRID:Addgene_122
60)
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Didier Trono
VSV-G hillen- (Addgene plasmid #
pMD2.G exprimierendes 12259 ;
#EO079 lenti Plasmid fur http://n2t.net/addgen
(Amp) Lentivirus- e:12259,;
produktion RRID:Addgene_122
59)
bovine serum albumin (Albumin Fraktion V, Carl Roth, Karlsruhe, DE
BSA
Fishgzrbran Steriler PVDF- Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
SpritzenvorsatZzfilter; 0,45 um
Opti-MEM | (1x) [+HEPES, 2,4 g/L Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
Natriumhydrogenkarbonat, L-Glutamin]
Polyethylenimin, linear (PEI) Polysciences Europe GmbH, Hirschberg
an der Bergstrasse, DE
Ultrazentrifugen-Ro6hrchen (25x89 mm) Beckman Coulter GmbH, Brea, US

5.4.2 Bestimmung des Virus-Titers

Der Titer der viralen Partikel wurde mittels des Lenti-X GoStix Plus bestimmt. Dabei wurde
nach dem Protokoll des Herstellers verfahren. Zur Berechnung des infektiosen Titers wird ein
bekannter Virus-Titer als Referenz bendtigt. Hierfur diente der pLVTHM-Vektor, der unter der
Kontrolle des EF-1a-Promotors EGFP exprimiert. EGFP kann dadurch als Fluoreszenzmarker
fur positiv transduzierte Zellen dienen. Zur Bestimmung des Titers der pLVTHM-Probe wurden
2,5:10* HEK293 FT-Zellen (Tabelle 3) pro 96-Well ausgesat und bei 37 °C und 5% CO, tber
Nacht inkubiert. Am néchsten Tag wurde eine Verdunnungsreihe der lentiviralen Partikel von
1071 — 1078 durch Zugabe von 10 puL pLVTHM-Virussuspension (Tabelle 6) in Triplikaten
durchgefiihrt und wieder Uber Nacht bei 37 °C und 5% COzinkubiert. Am darauffolgenden Tag
wurde eine Verdunnungsstufe gewahlt, bei der 10 — 30% griin fluoreszierende Zellen/Well

zahlbar waren. Anschliel3end wurde der Titer mittels folgender Formel bestimmt:
Viraler Titer (TU/mL) = Anzahl der fluoreszierenden positiven Zellen x 10 x Verdinnung
(Formel 1)

Der ermittelte infektiose Titer (IFU/mL) der Viren diente als Richtwert fir die weitere

Transduktion der Zielzellen.

Tabelle 6: Verwendetes Plasmid als Referenz zur Bestimmung des Virustiters
Nr. Name Verwendung Marker  Herkunft
Didier Trono (Addgene plasmid # 12247
#E063 | pLVTHM | Positivkontrolle GFP ; http://n2t.net/addgene:12247 ;
RRID:Addgene_12247)
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Lenti-X GoStix Plus Takara Bio Europe SAS, Saint-Germain-en-

Laye, FRA

5.4.3 Transduktion der Zielzellen zur Generierung klonaler Knock-Out-

Zelllinien mittels CRISPR/Cas9-Technologie

Fur die Transduktion der SW982/WT-Zellen (Tabelle 3) wurden 1,5-10° Zellen pro 6-Well
ausgesat und bei 37 °C und 5% CO; tUber Nacht kultiviert. Am néchsten Tag wurden 10 pL der
Virussuspension (~5-106- 1-107 [IFU/mL]) zu den Zellen gegeben und erneut bei 37 °C und
5% CO> uber Nacht inkubiert. AnschlieBend wurde der Uberstand vorsichtig abgesaugt und
mit suppl. DMEM und 1 pg/mL Puromycin selektioniert. Zwei Tage nach Puromycin-Zugabe
wurden die Zellen trypsiniert und auf drei Petrischalen mit einem Durchmesser von 10 cm
aufgeteilt und weiterhin auf Puromycin-haltigem Medium kultiviert. Am dritten Tag wurden mit
Hilfe von Klon-Zylindern, deren unterer Rand in Vaseline gedruckt wurde, Einzelklone
selektioniert. Die Einzelklone wurden expandiert und anschlieRend charakterisiert.

Klon-Zylinder (@ 4,7 mm)
Puromycin
Vaseline

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
DM Drogerie Markt GmbH, Stuttgart, DE

5.5Reagenzien

Alle Inhibitoren und BH3-Mimetika (Tabelle 7) wurden in DMSO gelost und als Aliquots
bei -20 °C gelagert. Die ROS-Fanger (reaktive Sauerstoffspezies) Glutathion (GSH) und

N-Acetylcystein (NAC) wurden in Wasser geltst und ebenfalls aliquotiert bei -20 °C gelagert.

Tabelle 7: Verwendete Inhibitoren und BH3-Mimetika

Inhibitor/Zytostatika

Zielmolekl

Hersteller

A-1155463 (BCL-xL-Inhibitor)
A-1210477 (MCL-1-Inhibitor)
ABT-199 (Venetoclax)

Actinomycin-D (ACM-D)
Bortezomib (BTZ)

Carfilzomib (CFZ2)

Cycloheximid (CHX)

Glutathion (GSH)

BCL-xL

MCL-1

BCL-2

Inhibition der RNA/DNA-
Polymerase
Proteasom-Inhibition der 1
und Bs-UE
Proteasom-Inhibition der 3>
und Bs-UE

Hemmung der
Peptidyltransferase an der
60S-UE des Ribosoms

Antioxidans
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Selleckchem, Miinchen, DE
Selleckchem, Miinchen, DE
Selleckchem, Miinchen, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim,
DE

Absource Diagnostics
GmbH, Minchen, DE

Selleckchem, Miinchen, DE

Sigma-Aldrich, Steinheim,
DE

Sigma-Aldrich, Steinheim,
DE
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N-Acetylcysteinamid (NAC) Antioxidans gllgma-Aldrlch, Steinheim,
Umkehrung der elF2a-

Phosphorylierung und

Wiederherstellung der Selleckchem, Mlinchen, DE
Zelltranslationskapazitat

unter Stressbedingungen

Proteasom-Inhibition der 31

Integrated Stress Response
Inhibitor (ISRIB)

Ixazomib (IXZ2) Selleckchem, Mlinchen, DE

und Bs-UE
Quinoline-Val-Asp-
Difluorophenoxymethylketon | Pancaspase-Inhibitor Selleckchem, Miinchen, DE
(Q-VD-OPh)
DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE
Nuklease-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden, DE

5.5.1 A-1155463/BCL-xL-Inhibitor

A-1155463 ist ein spezifischer BCL-xL-Inhibitor, der an die BH3-Bindungsfurche des anti-
apoptotischen Proteins BCL-xL bindet. A-1155463 wird in dieser Arbeit als Stressor zur
Induktion von Apoptose bei einer Konzentration von 15 pM verwendet (Tao et al. 2014).

5.5.2 A-1210477/MCL-1-Inihibitor

A-1210477 ist ein spezifischer MCL-1-Inhibitor, der an die BH3-Bindungsfurche des anti-
apoptotischen Proteins MCL-1 bindet. A-1210477 wird in dieser Arbeit als Stressor zur
Induktion von Apoptose bei einer Konzentration von 15 uM verwendet (Leverson et al. 2015).

5.5.3 ABT-199/Venetoclax

ABT-199 ist ein selektiver Inhibitor des BCL-2-Proteins, der direkt an dessen BH3-
Bindungsfurche bindet und pro-apoptotische BH3-only Proteine wie BIM verdrangt. ABT-199
wird in dieser Arbeit als Stressor zur Induktion von Apoptose bei einer Konzentration von
15 pM verwendet (Davids und Letai 2013).

5.5.4 Actinomycin-D

ACM-D ist ein zytostatisch wirksames Antibiotikum, das mit seinem Phenoxazon-Ring in die
DNA interkaliert. Die RNA- und DNA-Polymerasen kdnnen den DNA-Strang nicht mehr
ablesen, wobei die mRNA-Bildung und die damit einhergehende Proteinbiosynthese ausbleibt.
In dieser Arbeit wird ACM-D als Inhibitor der Transkription bei einer Konzentration von 10 pM

eingesetzt.
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5.5.5 Bortezomib/Velcade

BTZ ist eine Dipeptidylboronsaure, die reversibel an die B> und 35 UE des Proteasoms bindet.
Durch Bindung an die katalytischen UE des Proteasoms werden diese inaktiviert. Die fir den
Abbau markierten Proteine, unter anderem Proteine, die in der Regulation der Apoptose
involviert sind, kdnnen nicht mehr proteasomal abgebaut werden. BTZ wird in dieser Arbeit als
Stressor zur Induktion von Apoptose bei einer Konzentration von 5 nM verwendet (Besse et
al. 2019).

5.5.6 Carfilzomib

CFZ ist ein Pl der zweiten Generation und gehért zur Familie der Epoxyketone. CFZ inhibiert
irreversibel die B1 und Bs UE des Proteasoms und unterscheidet sich somit in seiner
Wirksamkeit von reversiblen Inhibitoren. CFZ wird in dieser Arbeit als Stressor zur Induktion

von Apoptose bei einer Konzentration von 5 nM verwendet (Besse et al. 2019).

5.5.7 Cycloheximid

CHX ist ein fungizides Antibiotikum und kann bei Eukaryoten als Translationshemmer
fungieren. CHX hemmt die Aktivitdt der Peptidyltransferase an der 60S-UE des Riobosoms,
wodurch die Translation und somit die Proteinbiosynthese verhindert wird. CHX wird in dieser
Arbeit als Inhibitor der Proteinbiosynthese bei einer Konzentration von 10 uM eingesetzt.

5.5.8 ISRIB (Integrated Stress Response Inhibitor)

ISRIB ist ein selektiver Inhibitor der integrierten Stress-Antwort und reguliert die
Proteinsynthese unter Stressbedingungen. ISRIB bindet an elF2B-Untereinheiten und
unterstltzt den Zusammenbau in aktive elF2B-Komplexe. Dadurch kann die Wirkung der
Phosphorylierung von elF2a unter Stressbedingungen wirksam umgekehrt und die zellulare
Translationskapazitat wiederherstellt werden. ISRIB wird in dieser Arbeit als Inhibitor der
integrierten Stress-Antwort bei einer Konzentration von 200 nM eingesetzt (Arai et al. 2020;
Jin et al. 2020; Palam et al. 2015).

5.5.9 Ixazomib

IXZ gehdrt ebenso zur zweiten Generation der Pls. Er ist wie BTZ ein Boronatpeptid und bindet
gleichermal3en die B, und Bs UE des Proteaoms. Im Gegensatz zu BTZ ist IXZ jedoch oral
verfugbar. Durch seine sechsmal schnellere Dissoziationshalbwertszeit kann das veranderte
Wirksamkeitsprofil von IXZ im Vergleich zu BTZ erklart werden. 1XZ wird in dieser Arbeit als
Stressor zur Induktion von Apoptose bei einer Konzentration von 5 nM verwendet (Besse et
al. 2019).
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5.5.10 Quinoline-Val-Asp-Difluorophenoxymethylketon

Q-VD-OPh ist ein irreversibler Pancaspase-Inhibitor mit anti-apoptotischen Eigenschaften,
indem er vor Zelltod schiitzt. Q-VD-OPh inhibiert unter anderem die bei Zelltod induzierte
Caspase-Aktivitat durch Bindung an das katalytische Zentrum der Caspasen. Q-VD-OPh wird
in dieser Arbeit als Inhibitor der Caspasen bei Induktion von Apoptose in einer Konzentration

von 10 uM eingesetzt.

5.5.11 Glutathion (GSH)

GSH ist ein Antioxidans, das Zellen durch Abfangen freier Sauerstoffradikale vor oxidativem
Stress schiutzt. Zur Aufrechterhaltung reduzierender Bedingungen wird GSH oxidiert und geht
von seiner monomeren Form GSH in die Dimer-Form GSSG uber. GSH wird in dieser Arbeit
zur Untersuchung ROS-abhéangiger Prozesse bei einer Konzentration von 2 mM und einer

Vorinkubationszeit von 2 h verwendet.

5.5.12 N-Acetylcysteinamid

NAC ist ein synthetisch hergestelltes Antioxidationsmittel, das den Vorrat an intrazellularem
Glutathion auffillt und somit die Zellen indirekt vor oxidativem Stress schiitzt. NAC wird in
dieser Arbeit zur Untersuchung ROS-abhangiger Prozesse in einer Konzentration von 2 mM

und einer Vorinkubationszeit von 2 h eingesetzt.

5.6 Durchflusszytometrische Analysen zum Nachweis von Zelltod

Die Durchflusszytometrie (FACS - fluorescence activated cell sorting) bietet die Moglichkeit,
mit Hilfe von Fluoreszenzfarbstoffen oder Fluoreszenz-markierten Antikérpern die zellularen

Charakteristika zu analysieren.

Die in dieser Arbeit verwendete Annexin V-APC/TMRM-Farbung dient der Untersuchung der
Apoptose-Induktion. Im friihen Stadium der Apoptose kommt es zu Veranderungen der
Zellmembran. Phosphatidylserin (PS) transloziert von der Innenseite der Zellmembran auf die
AulRenseite der Plasmamembran. An PS bindet das mit dem Fluorophor Allophycocyanin
(APC) konjugierte Annexin V mit hoher Affinitat, sodass bei durchflusszytometrischer Analyse
die PS-Exposition apoptotischer Zellen als Fluoreszenzsignal detektierbar ist. Da im Verlauf
der Apoptose die Zellintegritat verloren geht und auch nekrotische Zellen Annexin V positiv
erscheinen, wurde eine Doppelfarbung mit dem Farbstoff Tetramethylrhodamin-methylester
(TMRM) durchgefihrt. Aufgrund seiner positiven Ladung akkumuliert TMRM in den negativ
geladenen intakten Mitochondrien. Im Zuge der friihen Apoptose erfolgt die Depolarisation der
Mitochondrien, woraufhin im Mitochondrium gespeicherte Anionen freigesetzt werden und die

TMRM-Akkumulation vermindert wird. Der Verlust des mitochondrialen Membranpotentials mit
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einhergehendem Verlust der TMRM-Konzentration ist ein Indiz fur die intrinsisch vermittelte

Apoptose.

Fur die durchflusszytometrische Analyse wurden 0,7 —1,0-10° Zellen pro 12-Well ausgesat
und dber Nacht bei 37 °C und 5% CO- kultiviert. Am folgenden Tag wurde das Medium
abgenommen und gegen frisches Medium mit 15 puM ABT-199 + 5 nM PI ausgetauscht. Nach
24 Stunden Inkubation wurde der Uberstand in FACS-Rohrchen Uberfiihrt, die Zellen mit
Trypsin/EDTA abgeldst und mit dem Uberstand vereinigt. Die Zellen wurden bei 560 xg fiir
5 min bei RT pelletiert und in 500 pL 1x PBS gewaschen. AnschlieRend wurde das Zellpellet
in 200 uL 1x PBS + 2% FCS + 50 nM TMRM resuspendiert und fur 30 min bei 37 °C und
5% CO; inkubiert. Nach Zentrifugation (560 xg, 5 min, RT) wurde das Pellet in 1x Annexin-V
Bindepuffer (ABP) + 1:200 Annexin V-APC resuspendiert und 10 min auf Eis inkubiert. Die
Analyse der gefarbten Zellen erfolgte im BD FACSLyric und die Auswertung der
Messergebnisse mit der BD FACSuite Research Software.

Annexin-Bindepuffer (10x)

CaCl, 0,025 M

1 M HEPES-Puffer 0,1M

NaCl 14 M

in ddH>O

Annexin V-Allophycocyanin (APC) ImmunoTools GmbH, Friesoythe, DE
BD CS&T Beads BD Biosciences, Heidelberg, DE
BD FACSClean BD Biosciences, Heidelberg, DE
BD FACSFlow BD Biosciences, Heidelberg, DE
BD FACSuite Research Software BD Biosciences, California, USA
DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE
Durchflusszytometer BD FACSLyric BD Biosciences, Heidelberg, DE
fetal calf serum (FCS) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
PBS Dulbecco w/o Ca?*, w/o Mg?* Biochrom AG, Berlin, DE

Tetramethylrhodamin-Methylester (TMRM) Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

5.7 Lumineszenz-Assays

5.7.1 Nachweis der Caspase-Aktivitat mittels Caspase-Glo 3/7 Assay

Der Caspase-Glo 3/7-Assay ist ein Lumineszenz-basierter Substrat-Assay, der durch
Substratspaltung die Aktivitdt der Caspasen 3 und 7 nachweist. Durch die Zell-Lyse kann das
Substrat von aktiven Caspasen in Z-DEVD- und Aminoluciferin umgewandelt werden. Durch
Anwesenheit der UltraGlo Recombinant Luciferase und ATP entsteht ein Lumineszenz-Signal,
das proportional zum freigesetzten Substrat und damit der Caspasen-Aktivitat ist

(Reaktionsschema siehe Abbildung 6).
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Abbildung 6: Schematische Darstellung der Umwandlung des Caspase-Glo 3/7-
Susbtrates in Z-DEVD- und Aminoluciferin. AnschlieRende Lumineszenz-Reaktion mittels
der UltraGlo rLuciferase und ATP (Skizze aus dem Protokoll, Promega, Madison, Wisconsin,
us).

Fur die Messung der Caspase 3/7-Aktivitat wurden 5-:10° Zellen pro 96-Well ausgeséat und bei
37 °C und 5% CO; UN kultiviert. Am folgenden Tag wurden die Zellen mit 15 uM ABT-199
allein oder in Kombination mit 5 nM BTZ fir 4 h bei 37 °C und 5% CO; inkubiert. Als Negativ-
Kontrollen dienten Proben, die in Gegenwart der gleichen Menge an DMSO kultiviert wurden.
Nach 4 h wurde der Caspase-Glo-Puffer und das Caspase-Glo-Substrat gemischt und 45 uL
des Caspase-Glo-Reagenzes in die Wells pipettiert. AnschlieBend wurde die 96-Well-Platte
fur 30 s bei 700 rpm geschuttelt und fir 10 s bei 340 xg zentrifugiert. Die Lumineszenz wurde
bei 562 nm alle 5 min fir eine Stunde im Multimode Plattenlesegerats gemessen. Die relative

Caspase-Aktivitat wurde mit der GraphPad Prism 9.3.0 Software ausgewertet.

Caspase-Glo 3/7 Assay Promega, Madison, Wisconsin, US
DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE

EnSpire Multimode Plattenlesegerat PerkinElmer, Inc, Waltham, US

EnSpire 2300

EnSpire Software 4.1 PerkinElmer, Inc, Waltham, US
GraphPad Prism 9.3.0 GraphPad Software, San Diego, CA, US

5.7.2 Aktivitatsbestimmung proteasomaler Untereinheiten  mittels

Proteasome-Glo-Assays
Zur Aktivitdtsbestimmung der UE des Proteasoms wurde der Proteasome-Glo-Assay
verwendet. Die verwendeten PIs wirken spezifisch auf Untereinheiten des Proteasoms. Die
spezifische Inhibition wird durch die Aktivitdtsbestimmung der Chymotrypsin-ahnlichen
(Bs-UE), Trypsin-ahnlichen (B2-UE) und Caspase-ahnlichen (:-UE) UE ermittelt. Der Assay
basiert auf dem fiir jede UE spezifischen Substrat in einem Zell-permeabilisierenden Puffer.
Das Substrat Suc-LLVY-aminoluciferin (Succinyl-leucine-leucine-valine-tyrosine-
aminoluciferin) fur die Bs-UE, Z-LRR-aminoluciferin (Z-leucine-argininearginine-aminoluciferin)
fur die B2-UE und Z-nLPnLD-aminoluciferin (Z-norleucine-proline-norleucine-aspartate-
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aminoluciferin) fur die B1-UE wird durch die UE des Proteasoms spezifisch gespalten und das
entstandene Aminoluciferin wird von der Luciferase unter Verbrauch von ATP umgesetzt,
wobei Photonen frei werden. Das Lumineszenz-Signal ist proportional zur Aktivitat der
proteasomalen UE (Reaktionsschema siehe Abbildung 7).
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Proteasome l
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Abbildung 7: Schematische Darstellung der Umwandlung des Proteasom-Glo-Zell-
basierten Reagenzes in Suc-LLVY, Z-LRR oder Z-nLPnLD und Aminoluciferin.
AnschlieRende Lumineszenz-Reaktion mittels der UltraGlo rLuciferase und ATP (Skizze aus
dem Protokoll, Promega, Madison, Wisconsin, US).

Es wurden 5:10° Zellen pro 96-Well ausgesat und bei 37 °C und 5% CO; Uber Nacht kultiviert.
Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit 5 nM oder 100 nM PI fir 4 h bei 37 °C und
5% CO: inkubiert. Als Negativ-Kontrollen dienten Proben mit gleichen Mengen an DMSO.
Nach 4 h wurde der Proteasom-Glo Puffer und das entsprechende Proteasom-Glo-Substrat
gemischt und 50 pL des Proetasom-Glo-Reagenzes in die Wells gegeben. Die 96-Well-Platte
wurde flr 2 min bei 700 rpm geschiittelt und fir 10 s bei 340 xg zentrifugiert. Fir ein
verbessertes Lumineszenz-Signal wurde nach Zentrifugation ein weil3es Papier unter die 96-
Well-Platte gelegt und die Lumineszenz bei 562 nm alle 5 min eine Stunde lang im Multimode
Plattenlesegerats detektiert. Die proteasomale Aktivitat der UE wurde mittels der GraphPad

Prism 9.3.0 Software ausgewertet.

Proteasome-Glo Assay Promega, Madison, Wisconsin, US
DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE

EnSpire Multimode Plattenlesegerat PerkinElmer, Inc, Waltham, US

EnSpire 2300

EnSpire Software 4.1 PerkinElmer, Waltham, US

GraphPad Prism 9.3.0 GraphPad Software, San Diego, CA, US

5.8 Zelltod-Analyse im Cytation 1 Imaging Reader

Um den Verlauf des Zelltods darstellen zu kdnnen, wurde eine Zeitkinetik mit Hilfe des
Cytation 1 Cell Imaging Multi-Mode Readers erstellt. Mit dem CellTOX Green Cytotoxicity
Assays kann Zelltod durch Nachweis von Fluoreszenz detektiert werden. Der Assay basiert

auf dem Verlust der Zellmembran-Integritat im Zuge der Apoptose, wodurch der Cyanin-
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Farbstoff in apoptotische Zellen eindringen und in die DNA interkalieren kann. Dadurch werden
die Fluoreszenzeigenschaften des Farbstoffs verstarkt, wohingegen in lebensfahigen Zellen
kein nennenswerter Anstieg der Fluoreszenz detektiert wird. Die Fluoreszenz wird bei
485-500 nmex/520-530 nmen detektiert. Das Fluoreszenzsignal ist dabei proportional zur
Anzahl toter Zellen (Abbildung 8).

Viable Cell

Low Fluorescence High Fluorescence

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Messung des Fluoreszenzsignals anhand
des CellTOX Green Cytotoxicity Assay Cyanin-Farbstoffs (Skizze aus dem Protokoll,
Promega, Madison, Wisconsin, US).

Fur die Detektion des Zelltods wurden 7,5 - 10° Zellen pro 96-Well ausgeséat und bei 37 °C
und 5% CO- Uber Nacht kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit 15 uM ABT-
199 alleine oder in Kombination mit 5 nM PI versetzt. Als Negativ-Kontrollen dienten Proben

mit gleichen Mengen an DMSO.

In Knock-Down Experimenten wurden 1 - 10° Zellen pro 12-Well ausgesat und bei 37 °C und
5% CO. Uber Nacht kultiviert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit SiRNA transfiziert
und am Tag nach der Transfektion wurden die Zellen mit 15 uM ABT-199 alleine oder in
Kombination mit 5 nM BTZ inkubiert.

Direkt nach Zugabe von ABT-199 + BTZ wurde der 1000x konzentrierte Farbstoff 1:1000 als
1x CellTOX Green Farbstoff in das Well gegeben und die Platte direkt in das Cytation 1
Plattenlesegerat gestellt. Bei 37 °C und 5% CO, wurden alle 60 min sowohl Hellfeld- als auch
Fluoreszenz-Bilder bei einer 4x-VergroRerung aufgenommen. Mit Hilfe der Gen5 3.08 Imager
Software wurden griin fluoreszierende Zellen anhand der aufgenommenen Fluoreszenz-Bilder
zu den entsprechenden Zeitpunkten gezahlt. Die CellTOX* Zellen wurden mittels der

GraphPad Prism 9.3.0 Software ausgewertet.
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CellTOX Green Farbstoff Promega, Madison, Wisconsin, US

Cytation 1 Cell Imaging Multi-Mode Reader BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall, DE

DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE

Genb5 3.08 Imager Software BioTek Instruments GmbH, Bad
Friedrichshall, DE

GraphPad Prism 9.3.0 GraphPad Software, San Diego, CA, US

5.9 Proteinanalytik

5.9.1 Herstellung von Proteinlysaten

Zellernte: Fur die Proteinextraktion wurden 3-—3,5-10%Zellen pro 6-Well oder
1 —2-10° Zellen pro Petrischalen (d=10 cm) ausgesat und bei 37 °C und 5% CO, Uiber Nacht
kultiviert. Am nachsten Tag erfolgte die Inkubation mit ABT-199 + PI fur 8 h bei 37 °C und
5% CO.. AnschlieBend wurden die Zellen auf Eis gestellt, mittels Zellschaber von der
Oberflache geloést und die Zellsuspension in ein 15 mL Reaktionsgefal Uberflhrt. Nach
Abspulen der Wells oder Petrischalen mit 1 mL bzw. 5 mL eiskaltem 1x PBS wurde die
Zellsuspension zentrifugiert (560 xg, 5 min, 4 °C). Das Zellpellet wurde mit 1 mL 1x PBS in ein
Eppendorf-Reaktionsgefal3 Uberfihrt. Nach erneuter Zentrifugation (560 xg, 5 min, 4 °C)
wurde der Uberstand quantitativ entfernt, das Zellpellet in Fliissigstickstoff schockgefroren und

bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zelllyse: Fur die Zelllyse wurde das Zellpellet in 30 -50 uL Lysepuffer/6-Well oder
150 — 200 pL Lysepuffer/Petrischale mit  Protease- und Phosphatase-Inhibitoren
resuspendiert. Der Zellaufschluss erfolgte durch Sonifizieren im Ultraschallbad fir 6 Zyklen &
20 s. Unlosliche Bestandteile wurden durch Zentrifugation bei 15700 xg fur 15 min (4 °C)

sedimentiert und der proteinhaltige Uberstand in ein neues ReaktionsgefaR tiberfiihrt.

BCA-Assay: Die relative Proteinkonzentration wurde mit Hilfe des Pierce BCA Protein Assay
Kits bestimmt. Es wurden jeweils 200 pL des BCA-Reagenzes (Lésung A:B 1:50) pro 96-Well
mit 1 pL des Zelllysats vermischt. Die Konzentrationsbestimmung erfolgte in Triplikaten. Nach
der Inkubationszeit von 30 min (37 °C, 5% CO,) wurde die Absorption bei 562 nm im
Multimode Plattenlesegerat ermittelt und die Proteinkonzentration relativ zur BSA-
Standardkurve errechnet. Die Proteinlysate wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C

eingefroren.

Fur die weitere Verwendung wurden die Proteinlysate mit ddH,O Wasser und 5x Lammli-
Probenpuffer auf gleiche Konzentration (idealerweise 2 mg/mL) verdinnt. Die Proben wurden

bei 95 °C fur 5 min denaturiert und bis zur weiteren Verwendung bei -20 °C eingefroren.
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Lysepuffer

EDTA 5mM

NaCl 250 mM
Tris-HCI (pH 7,6) 50 mM
Triton X-100 0,1% (% v/v)
in ddH.O

Lammli-Puffer (5x)

Bromphenolblau

Glycerin

Natriumdodecylsulfat (SDS)

1 M Tris-Hydrochlorid (HCI) (pH 6,8)
B-Mercaptoethanol-Lésung

3 mM
50% (% Vv/v)
0,3M
0,2M
25% (% VvIv)

Bromphenolblau

Complete Protease Inhibitor Cocktalil
EnSpire Multimode Plattenlesegerat
EnSpire 2300

EnSpire Software 4.1

EDTA

Glycerin

NaCl

PBS Dulbecco w/o Ca?*, w/o Mg?*
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail
Pierce BCA Protein Assay Kit

SDS

Tris-HCI

1% Triton X-100

Ultraschallgerét Bioruptor UCD-200-TM-EX

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
PerkinElmer, Inc, Waltham, USA

PerkinElmer, Inc, Waltham, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Biochrom AG, Berlin, DE

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Thermo Scientific, Rockford, Illinois, USA
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Diagenode Inc. USA, Denville, NJ, USA

5.9.2 SDS-PAGE

Fur den spezifischen Nachweis von Zielproteinen im Western Blot werden die Proteine in einer
SDS-PAGE anhand ihres scheinbaren Molekulargewichtes getrennt. Die Trennmethode
basiert auf einem diskontinuierlichen Polyacrylamid-Gel, in dem die Proteine aufgrund der
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit im elektrischen Feld anhand ihrer ,GroRe*
getrennt werden. Das im Probenpuffer befindliche anionische Tensid SDS lagert sich an die
Proteine an und B-Mercaptoethanol reduziert intramolekulare Disulfidbriicken, wodurch es
zusammen mit der Hitze-induzierten Denaturierung zur Entfaltung und Linearisierung der
Proteine kommt. Fir die Auftrennung der zu analysierenden BCL-2-Proteine wurde ein
Gradientengel aus gleichen Volumina einer 12%igen- und einer 20%igen Polyacrylamid-
Lésung verwendet (Tabelle 8). Zur Analyse des MCL-1-Bandenmusters (MCL-1, und MCL-1s;

siehe Kapitel 6.11) wurden 12%ige Polyacrylamid-Gele verwendet.
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Tabelle 8: Zusammensetzung eines Gradientengels

Komponenten Gradientengel Sammelgel
12%iges Trenngel 2,5mL -
20%iges Trenngel 2,5mL -
Sammelgel-Stocklésung - 2 mL
APS (10%) 50 uL 20 L
TEMED 5 uL 2 L

Es wurden je 20 pL der Zelllysate gelelektrophoretisch getrennt. Zur Bestimmung des
relativen/scheinbaren Molekulargewichts wurden 3 pL des Molekulargewichtsstandards
mitgefuhrt. Die Elektrophorese der Lysate erfolgte bis zum Erreichen des Trenngels flr etwa
20 min bei 80 V und anschliel3end fir etwa 45 min bei 200 V.

Acrylamid [29:1] Stockldsung (12%)

40% Acrylamid [29:1] 12% (% VIV)
SDS 0,1% (% VIV)
Tris-HCI (pH 8,8) 0,4 M

in ddH,0

Acrylamid [29:1] Stockldésung (20%)

40% Acrylamid [29:1] 20% (% v/v)
Glycerin 10% (% v/v)
SDS 0,1% (% v/v)
Tris-HCI (pH 8,8) 0,4M

in ddH-0

Elektrophorese-Puffer (10x)

Glycin 1,92 M
SDS 1% (% v/v)
Tris 0,25 M

in ddH.0O

Sammelgel-Stockldsung

30% Acrylamid [37.5:1] 3,4% (% v/v)
SDS 0,08% (% Vv/v)
0,5 M Tris (pH 6,8) 0,1M

in ddH-0
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Acrylamid/Bis Solution (30%) Mix 37.5:1 Bio-Rad Laboratories, Hercules, US
Acrylamide/Bis Solution (40%) Mix 29:1 Bio-Rad Laboratories, Hercules, US
Ammoniumperoxodisulfat (APS) Merck KGaA, Darmstadt, DE
Glycerin Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Glycin Merck KGaA, Darmstadt, DE
Proteinmarker Color Protein Standard Broad New England Biolabs GmbH, Frankfurt a.
Range M., DE

Roti-Stock 20% SDS Carl Roth, Karlsruhe, DE
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan) Carl Roth, Karlsruhe, DE

Tris-HCI Carl Roth, Karlsruhe, DE

5.9.3 Western Blot

Im Western Blot werden mittels Elektrophorese getrennte Proteine aus einem Polyacrylamid-
Gel auf eine Tragermembran Ubertragen und Zielproteine mit Hilfe von Antikdrpern
nachgewiesen. Im elektrischen Feld wandern die Proteine durch das angelagerte SDS in
Richtung Anode und werden durch Adh&sion von der Tragermembran
(Nitrocellulosemembran) zurtickgehalten. Der Nachweis von Zielproteinen erfolgt
semiquantitativ durch Bindung eines Protein-spezifischen Primar-Antikorpers, der wiederum
durch Bindung eines Peroxidase-gekoppelten Spezies-spezifischen Sekundar-Antikérpers

nachgewiesen wird.

Proteine wurden im Semi-Dry-Verfahren in Semi-Dry-Transfer-Puffer (90 min bei 40 mA bzw.
1,5 mA/cm?) auf die Membran transferiert. Nach dem Transfer wurde die Membran in ddH-O
gewaschen und mit Ponceau-S geféarbt. Die Ponceau-S gefarbte Membran wurde in mehrere
Abschnitte geteilt, um Proteine unterschiedlichen Molekulargewichts parallel nachzuweisen.
Zur Entfarbung wurde die Membran dreimal in 1x TBS-T gewaschen. Zur Séttigung freier
Bindestellen wurde die Membran 1 h bei RT in 5% Magermilch in 1x TBS-T auf einem
Kippschuttler inkubiert. Die Membran wurde in 1x TBS-T gewaschen und in der Loésung
(5% BSA in 1x TBS-T) mit Primar-Antikbrper Uber Nacht bei 4°C auf einem
Schittelrollmischer inkubiert. Nach drei zehnminltigen Waschschritten in 1x TBS-T wurde die
Membran mit dem Spezies-spezifischen Peroxidase-gekoppelten Sekundar-Antikdrper in
5% Magermilch in 1x TBS-T 1 h bei RT auf dem Kippschiittler inkubiert. Die Membran wurde
erneut 3x 10 min in 1x TBS-T gewaschen. Anschlielend wurde die Membran 5 min in
Substrat-Losung (Extended Duration Substrate (EDS), Super Signal West Dura) inkubiert und
die Lumineszenz-Signale spezifischer Banden mit Hilfe einer CCD-Kamera im
Geldokumentationsgerat detektiert. Auf jeder analysierten Membran wurden gebundene
Antikdrper durch Inkubation mit Restore PLUS Western Blot Stripping-Puffer fur 10 min
abgelost, freie Bindungsstellen erneut mit 5% Magermilch in 1x TBS-T geséttigt und ein

Housekeeping  Protein  (B-AKTIN  oder GAPDH  (Glycerinaldehyd-3-phosphat-
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Dehydrogenase)) mittels erneuter Antikdper-Inkubation tGber Nacht bei 4 °C nachgewiesen.

Die densitometrische Messung der Banden-Intensitéaten erfolgte mit ImageJ.

Tabelle 9: Verwendete Primar-Antikdrper. WB = Western Blot

Primare Herkunft Verdinnung Hersteller Bestellnummer
Antikdrper
Anti-ATF3 Kaninchen Santa Cruz
' 1:500 ’ -188
(C-19) polyklonal Dallas, Texas, US s¢
: . Cell Signaling
A?S;ADT;“ r‘:}i?}'g;gi; 1:500 Technology, 11815
Beverly, MA, US
. Cell Signaling
Anti-BAK K"’c‘)rl"rllf::; 1:1000 Technology, 3814
poly Beverly, MA, US
. Cell Signaling
Anti-BAX Ki?";f:f; 1:1000 Technology, 2772
poly Beverly, MA, US
. Cell Signaling
Am('lgj)" 2 mo'\r:';i‘lz’nal 1:500 Technology, 15071
Beverly, MA, US
: Cell Signaling
Anti-BCL-XL Ki?'ﬁf:f;’ 1:500 Technology, 2762
poly Beverly, MA, US
Anti-BOK Kaninchen, 1:500 | Abcam,Berln DE =~ abl186745
monoklonal
. Cell Signaling
Ar;g Acga_‘;i;'p' mo'\r/]'g;f)’nal 1:1000 Technology, 14697
Beverly, MA, US
Anti-COXL/MT- | Kaninchen Gell Signaling
co1 ol honaI’ 1:1000 Technology, 62101
poly Beverly, MA, US
. Cell Signaling
Anti-elF2q Ki?'rlllc:f; 1:1000 Technology, 9722
Poly Beverly, MA, US
Anti-GADD34 Maus, ] Santa Cruz,
(B-10) monoklonal 1:500 Dallas, Texas, US Sc-373615
. Cell Signaling
Anti-GAPDH r';i’;';‘g;i';l 1:5000 Technology, 2118
Beverly, MA, US
. Cell Signaling
Anti-MCL-1 r';i:';f{;igl 1:1000 Technology, 5453
Beverly, MA, US
Anti-MnSOD L
(Clone mohrfsslz’nal 1:1000 ?%E;iileolks)gre nC[()-:‘;, 611580
19/MnSOD) g
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Maus Calbiochem,
Anti-NOXA monoklo’nal 1:500 Merck, OP-180
Darmstadt, DE
: . Cell Signaling
Antl_((SP%SIFZG 22:'2;2?; 1:500 Technology, 9721
Beverly, MA, US
. Cell Signaling
Anti-SDHA K‘ZT'E?::; 1:1000 Technology, 5839
POty Beverly, MA, US
. Maus, _ BD Biosciences,
Anti-TOM20 monoklonal 1:1000 Heidelberg, DE 612278
Anti-TOM70 Maus Santa Cruz
’ 1:1 ’ - 4
(A-8) monoklonal 000 Dallas, Texas, US $¢-390545
Anti-TP53 Maus, _ Santa Cruz,
(DO-1) monoklonal 1:1000 Dallas, Texas, US sc-126 HRP
Anti-B-AKTIN Maus, . Merck KGaA,
(AC-74) monoklonal 1:5000 Darmstadt, DE AS316

Tabelle 10: Verwendete Sekundar-Antikérper. WB = Western Blot, HRP = Horseradish
Peroxidase (Meerrettichperoxidase)

Sekundare Antikorper @ Ursprung @ Verdinnung @ Hersteller Bestellnummer
Cell Signaling

Anti-mouse 1gG, HRP- ) Technology,

linked Antibody Prerd 1:2000 Beverly, MA, 7076
us

Cell Signaling

Anti-rabbit IgG, HRP- . ) Technology,

linked Antibody Zlege 1:2000 Beverly, MA, 7074
us

BSA-Losung (5%)

BSA 5% (% wiv)

in 1x TBS-T

Magermilch-Losung (5%)

Magermilchpulver 5% (% wi/v)

in 1x TBS-T

TBS (10x)

Kaliumchlorid (KCI) 0,027 M

NacCl 1,369 M

Tris 0,028 M

Tris-HCI 0,25 M

in ddH-0
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TBS-T (1x)

TBS (10x) 0,025 M
Tween20 0,1% (% v/iv)
in ddH>O

Transferpuffer (semi-dry)

Ethanol (EtOH)
Glycin

SDS

Tris

in ddH.O

20% (% VIv)
0,039 M
0,037% (% Vviv)
0,048 M

Amersham Protran Nitrocellulose Blotting
Membrane (0,1 um NC)
Biometra Fastblot B44

bovine serum albumin (Albumin Fraktion V,
BSA)

Geldokumentation X Stella raytest LAS 1000
Stella chemiluminescent CCD camera
99,8% EtOH

Glycin

ImageJ-Fiji64 Software

KCI

Magermilchpulver

NaCl

Ponceau-S

Reinstwasser (ddH20)

Restore PLUS Western Blot Stripping Buffer
Roti-Stock 20% SDS

SuperSignal West Dura Extended Duration
Substrat (EDS)

Tris (Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan)
Tris-HCI

Tween-20

X Stella Software Version 2.1.3.271, Dec. 6
2012

GE Healthcare Life Sciences, Freiburg, DE

Analytik Jena GmbH, Jena, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Medical Systems, Stamford, Connecticut,
us
Merck KgaA, Darmstadt, DE

Merck KgaA, Darmstadt, DE
National Institutes of Health, Bethesda,
MD, US

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Sigma Life Science, Steinheim, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE
Thermo Scientific, Rockford, IL, US
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Thermo Scientific, Rockford, IL, US

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE

Raytest Isotopenmessgerate GmbH,
Straubenhardt, DE

5.10 RNA-Interferenz

Um den Einfluss einzelner Proteine zu analysieren, wurden Knock-Down-Experimente mit

siRNA durchgefuhrt. Die Expression des zu untersuchenden Zielgens wurde spezifisch mittels

SiIGENOME SMARTpool siRNA herunterreguliert, indem die Zellen liposomal transfiziert

wurden. Die hierfur eingesetzten siRNAs sind in Tabelle 11 aufgelistet.

Fur den Knock-Down von Zielgenen wurden 2,5:10* Zellen/cm? in 6-Well- oder 12-Well-Platten

ausgesat und bei 37 °C und 5% CO;, Uber Nacht kultiviert. Die siRNA wurde mit einer
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Anfangskonzentration von 50 uM in 100 pL Opti-MEM | auf eine Endkonzentration von 50 nM
verdiinnt. In einem separaten Ansatz wurden je nach Plattenformat 1 pL (12-Well-Platte) oder
2 L (6-Well-Platte) DharmaFECT#1 Transfektionsreagenz ebenfalls in einem Endvolumen
von 100 pL Opti-MEM | verdiunnt. Nach fanfminutiger Inkubationszeit bei RT wurde das
Transfektionsreagenz zur siRNA pipettiert und durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren
gemischt. Nach einer Inkubationszeit von 20min bei RT wurden je nach
Plattenformat 100 pL (12-Well-Platte) oder 200 pL (6-Well-Platte) Transfektionsgemisch auf
Zellen mit 1 mL Serum- und Antibiotika-freiem Medium gegeben. 6 — 8 h nach der Transfektion
wurde das Medium abgesaugt und durch suppl. Medium ersetzt. Die Zellen wurden am
darauffolgenden Tag fir die entsprechenden Experimente eingesetzt. Als Negativ-Kontrolle
diente die Transfektion mit CTRL-siRNA. Der Knock-Down wurde mit Hilfe einer gRT-PCR

(quantitative real-time polymerase chain reaction) sowie mittels Western Blot verifiziert.

Tabelle 11: Verwendete sSiGENOME SMARTpool siRNAs

Zielgen SiRNA-Sequenzen (5°-...-3") Artikelnummer Hersteller
5 -GGUUUGCCAUCCAGAACAA-3’
5’ -CACUGGUGUUUGAGGAUUU-3" Horizon Discovery,
- -01-0005 .
ATF3 5" -GCGACGAGAAAGAAAUAAG-3’ M-008663-01-00 Cambridge, UK
5’ -AGACGGAGUGCCUGCAGAA-3’
5’ -GAUCAUUCCUUUAGUUUAG-3"
5" -CAUGAUCCCUCAGUGCAUA-3" Horizon Discovery,
. - -02-0005 .
ATF4 5’ -GUUUAGAGCUGGGCAGUGA-3~ M-005125 Cambridge, UK
5’ -CUAGGUACCGCCAGAAGAA-3’
5’ -~CAGAGAAUGCCUAUGAGUA-3~
5" -CAACCGACGCUAUGACUCA-3" Horizon Discovery,
- 5-02-0005 .
BAK 5 ~CGACAUCAACCGACGCUAU-3 | 00330 Cambridge, UK
5’ -GCUUCGUGGUCGACUUCAU-3"
5 -~GAACUGAUCAGAACCAUCA-3~
5" -CUGAGCAGAUCAUGAAGAC-3" Horizon Discovery,
- 8-03-0005 .
BAX 5 ~ACAUGUUUUCUGACGGCAA-3- | M 00330 Cambridge, UK
5’ -CAUUGGACUUCCUCCGGGA-3~
5 ~GGCCCAGCGUCUACCGCAA-3~
5" -AGAUCAUGGACGCCUUUGA-3" Horizon Discovery,
BOK M-004394-00-0005 .
© 5’ -GAUGGACUGAUGUCCUCAA-3~ 0043 Cambridge, UK
5" -GGAGCGCGCCCGAGCGUGC-3~
Horizon Discover
CTRL 5° -UAAGGCUAUGAAGAGAUAC-3° | D-001210-02-20 | 020N DISCOVery,
Cambridge, UK
5" -AAACUGAACUUCCGGCAGA-3~
5" -AAUCUGAUAUCCAAACUCU-3" Horizon Discovery,
PMAIPL 1 5 _cuceanguceacucuscua-3- | M005275-03-0005 Cambridge, UK
5" -GCAAGAACGCUCAACCGAG-3~
5’ -GAGGUUGGCUCUGACUGUA-3"
5" -GCACAGAGGAAGAGAAUCU-3" Horizon Discovery,
- -03-0005 .
TP53 5" -GAAGAAACCACUGGAUGGA-3" M-003329-03 Cambridge, UK
5 -GCUUCGAGAUGUUCCGAGA-3~
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DharmaFECT Reagenz Horizon Discovery, Cambridge, UK

Opti-MEM | (1x) [+HEPES, 2,4 g/L Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
Natriumhydrogenkarbonat, L-Glutamin]

5.11 RNA-Analysen

511.1 RNA-Isolation
Zur Gewinnung zellularer RNA wurde bei der Ernte fur Western Blot Proben (Kapitel 5.9.1) 1/6
der Zellsuspension fur die RNA separat pelletiert (560 xg, 5 min, 4 °C) und anschliel3end die

RNA mittels RNeasy Mini Kit nach Protokollvorgabe isoliert.

Zur Konzentrationsbestimmung wurde die Absorption der isolierten RNA-Proben, wie in

Kapitel 5.2.2 (DNA/RNA Konzentrationsbestimmung) beschrieben, gemessen.

RNeasy Mini Kit QIAGEN GmbH, Hilden, DE

5.11.2 cDNA-Synthese

Fur die cDNA-Synthese erfolgte eine reverse Transkription der isolierten RNA in DNA. Hierfir
wurden 33 ng/pL RNA (= 500 ng) mit 13 ng/uL Oligo-dT Primern (= 200 ng) und Nuklease-
freiem Wasser auf ein Endvolumen von 15 pL verdunnt. Die Probe wurde fir 5 min bei 70 °C
erhitzt und anschlie3end sofort auf Eis gestellt. 10 pL des cDNA-Synthese-Reaktionsmixes
(Tabelle 12) wurden zur Probe pipettiert und im PCR Thermocycler zuerst fur 60 min bei 42 °C
und anschlieRend fir weitere 10 min bei 70 °C inkubiert. Die cDNA wurde auf Eis gestellt und
1:4 mit Nuklease-freiem Wasser verdiinnt und entweder direkt fir die Genexpressions-Analyse

verwendet oder bei -20 °C eingefroren.

Tabelle 12: cDNA-Synthese-Reaktionsmix

Komponenten Volumen pro Probe [pL]
M-MLV Reaction Puffer (5x) 5uL
dNTP-Mix (10 mM) 1,25 pL

RNasin Ribonuclease Inhibitor 0,5 uL

M-MLV RT (5 U) 0,5 pL
Nuklease-freies Wasser 2,75 uL
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dNTPs New England Biolabs GmbH, Frankfurt a. M., DE
M-MLV RT (200 V) Promega, Madison, Wisconsin, US
M-MLV Reaction Puffer (5x) Promega, Madison, Wisconsin, US
Nuklease-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden, DE
Oligo-dT Primer Promega, Madison, Wisconsin, US
RNasin Ribonuclease Inhibitor Promega, Madison, Wisconsin, US

5.11.3 Analyse der Genexpression mittels TagMan-basiertem Assay

Die Analyse der Genexpression erfolgte mit Hilfe des TagMan-basierten gPCR-Assays. Die
MRNA-Expressionen der Zielgene wurden mittels quantitativer Echtzeit Polymerase-
Kettenreaktion (QRT-PCR - quantitative real-time polymerase chain reaction) detektiert und
auf die drei gemittelten Housekeeping-Gene GAPDH, TUBULIN a 1A und B-AKTIN normiert.

Fur die Messung wurde der entsprechende TagMan Gen-Expressions Assay (20x) (Tabelle
14) fur das zu analysierende Zielgen ausgewahlt und mit dem TagMan Universal Master Mix
(2x), RNase-freiem Wasser und der cDNA-Probe versetzt (Tabelle 13). Es wurden fir jede
Probe jeweils Triplikate angefertigt.

Tabelle 13: TagMan Gen-Expressions-Reaktionsmix

Komponenten Volumen pro Probe [uL] | Volumen pro Probe [uL]
im 384-Well-Format im 96-Well-Format

TagMan Gen-Expressions Assay 0,5 puL 1uL

(20x%)

TagMan Universal Master Mix 5uL 10 uL

(2x)

RNase-freies Wasser 2,5uL 5uL

cDNA 2L 4 uL

Tabelle 14: Verwendete TagMan Gen-Expressions Assays

Zielgen Farbstoff TagMan-Assay Herkunft

ATF3 FAM-MGB Hs00231069 ml1 | Thermo Scientific, Rockford, IL, US
ATF4 FAM-MGB Hs00909569 g1 | Thermo Scientific, Rockford, IL, US
ACTB VIC-MGB_PL | Hs03023943 g1 Thermo Scientific, Rockford, IL, US
GAPDH VIC-MGB_PL | Hs02758991 g1 Thermo Scientific, Rockford, IL, US
PMAIP1 | FAM-MGB Hs00560402_m1 | Thermo Scientific, Rockford, IL, US
TP53 FAM-MGB Hs01034249 ml1 | Thermo Scientific, Rockford, IL, US

TUBA1A | VIC-MGB_PL | Hs00362387_m1 | Thermo Scientific, Rockford, IL, US

AnschlieBend wurde die Multiwellplatte mit Folie verschlossen und fir 10 s bei 340 xg

zentrifugiert.
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Fur die Amplifikationsreaktion wurde das in Tabelle 15 aufgelistete PCR-Programm verwendet
und die Genexpression der spezifischen Zielgene mit Hilfe der Real Time PCR-Systeme
detektiert.

Tabelle 15: PCR-Programm fur die Amplifikationsreaktion mittels TagMan-basiertem
Assay

Schritt Temperatur Zeit Zyklenanzahl
Aktivierung der Uracil-DNA-Glycosylase 50°C 2 min
Denaturierung 95 °C 10 min
Annealing 95°C 15s

. : 40x
Elongation 60°C 1 min
Kihlung 4°C 0

Die Auswertung erfolgte mittels der SDS Automation Controller 2.4 TagMan Software und die
relative Quantifizierung (RQ; relativ zum Housekeeper-Gen), d.h. die Anderungen der
Genexpression in einer bestimmten Probe relativ zu der Referenzprobe, anschlie3end

dargestellt.

Real Time PCR-Systeme:

7500 Real Time PCR System SDS 7500 Applied Biosystems, Singapore
7900HT Fast Real-Time PCR System Applied Biosystems, Singapore
MicroAmp Optical 94-Well Reaction Plate Applied Biosystems, China
with Barcode

MicroAmp Optical 384-Well Reaction Plate Applied Biosystems, China
with Barcode

RNase-freies Wasser QIAGEN GmbH, Hilden, DE

SDS Automation Controller 2.4 TagMan Thermo Fisher Scientific, Waltham, US
Software

TagMan Gen-Expressions Assay (20x) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE
TagMan Universal Master Mix (2x) Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE

5.12 Metabolomics / Massenspektrometrische Analyse

Wie in der Literatur beschrieben, fihrt ABT-199 neben der Inhibierung des anti-apoptotischen
BCL-2-Proteins auch zur Dysregulation des Mitochondriums. ABT-199 kann dabei zu
mitochondrialem metabolischem Reprogramming fihren, was sich in einer erhohten
reduktiven Carboxylierung widerspiegelt. Ein ansteigendes Verhdltnis von a-Ketoglutarat
(a-KG) zu Citrat definiert hierbei die reduktive Carboxylierung, die das Umdrehen des Citrat-

Zyklus darstellt.
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5.12.1 Extraktion intrazellularer Metabolite
Zur Untersuchung des in der Literatur beschriebenen Effekts des BH3-Mimetikums ABT-199
auf den zellularen Metabolismus wurden intrazellulare Metabolite extrahiert und

massenspektrometrisch analysiert.

Fur die Extraktion intrazellularer Metabolite wurden 3,5-10° Zellen pro 6-Well ausgesét und bei
37 °C und 5% CO; Uber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit
15 uM ABT-199 allein oder in Kombination mit 5 nM BTZ inkubiert. Als Negativ-Kontrollen
dienten Proben mit gleichen Mengen an DMSO. Nach 8 h wurde das Medium entfernt und ein
Aliquot & 100 pL (=Uberstand) abgenommen. Alle weiteren Schritte erfolgten ausnahmslos auf
Eis. Die Zellen wurden in 1 mL eiskaltem 1x PBS mit einem Zellschaber abgeldst und in ein
vorgekuhltes Reaktionsgefald uberfuhrt. Zur Bestimmung der Zellzahl wurden 10 pL der
Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau-Ldsung (0,4%) versetzt und die Zellen gezahlt (Kapitel
5.3.3). Die Zellsuspension wurde zentrifugiert (16000 xg, 5 min, 4 °C,) und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 600 pL -80 °C kaltem 80%igem Methanol (MeOH)
resuspendiert und fur 15min auf Trockeneis inkubiert. Nach Zentrifugation
(16000 xg, 5 min, 4 °C) wurde der Uberstand (=Zellextrakt) in ein neues ReaktionsgefaR
uberfuhrt. Uberstand, Zellpellet und Zellextrakt wurden bis zur Verwendung bei -80 °C

gelagert.
DMSO Merck KGaA, Darmstadt, DE
MeOH Carl Roth, Karlsruhe, DE
PBS Dulbecco w/o Ca2+, w/o Mg2+ Biochrom AG, Berlin, DE
Trockeneis Promega, Madison, Wisconsin, US
5.12.2 Analyse der intrazellularen Metabolit-Konzentrationen

Die Konzentration der intrazelluldaren Metabolite wurde in Kooperation mit der analytischen
Abteilung des Dr. Margarete Fischer-Bosch-Instituts fur klinische Pharmakologie analysiert.
Aus dem hierfir hergestellten Zellextrakt (Kapitel 5.12.1) wurden die intrazellularen
Konzentrationen der Metabolite a-KG und Citrat bestimmt. Ein ansteigender a-KG/Citrat-
Quotient zeigt hierbei die reduktive Carboxylierung, die im Zuge des mitochondrialen
metabolischen Reprogrammings beschrieben ist. Die Messung der a-KG- und Citrat-
Konzentrationen erfolgte mittels Gaschromatographie-Massenspektrometrie (GC-MS), wie in
(Maier et al. 2008).

5.13 Anreicherung von Mitochondrien

Um den Einfluss von ABT-199 auf den mitochondrialen Import zu untersuchen, wurden

Mitochondrien angereicherte Fraktionen generiert. Mittels Western Blot wurde die relative
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Menge ausgewahlter Proteine jeweils im Gesamtlysat, in der mitochondrialen und in der
cytosolischen Fraktion analysiert. Die nukledr Kkodierten, mit einer N-terminalen
mitochondrialen Signalsequenz ausgestatteten Proteine MnSOD (Mangan-Superoxid-
Dismutase) und die UE der SDHA (Succinat-Dehydrogenase) des Komplexes Il wurden als
Marker fir in das Mitochondrium importierte Proteine herangezogen. Die Proteine TOM20 und
TOM70 des in der aul3eren Mitochondrienmembran lokalisierten TOM-Komplexes dienten als
mitochondriale Marker. Als weiterer Marker diente das cytosolische Protein GAPDH.

Fur die Anreicherung von Mitochondrien wurden 4-10° Zellen pro T175-Flasche ausgesat und
bei 37 °C und 5% CO; Uber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Tag wurden die Zellen mit
15 uM ABT-199 bei 37 °C und 5% CO: fiir 4 h und 8 h inkubiert. Die Zellen wurden mit 4 mL
Trypsin/EDTA abgeldst, die Zellsuspension zentrifugiert (340 xg, 5 min, 4 °C) und das
Zellpellet in 1 mL eiskaltem 1x PBS resuspendiert. 100 uL der Zellsuspension wurden
abgenommen und zur Herstellung des Gesamtlysats verwendet. Die restliche Zellsuspension
wurde erneut zentrifugiert (340 xg, 5 min, 4 °C) und das Zellpellet gewogen. Das Pellet wurde
in eiskaltem hypotonem Puffer resuspendiert (5 mL Puffer / 1 g Zellpellet). Nach zehnminitiger
Inkubationszeit auf Eis wurde die Losung mittels eines Dounce Homogenisators mit 10 — 20-
Huben homogenisiert und in ein Reaktionsgefal Gberfuhrt. Nicht-lysierte Zellen und Zellkerne
wurden durch Zentrifugation (1000 xg, 10 min, 4 °C) abgetrennt, der Uberstand in ein neues
Reaktionsgefal Gberfihrt und erneut zentrifugiert (14000 xg, 15 min, 4 °C). Der resultierende
Uberstand (=cytosolische Fraktion) wurde in ein neues ReaktionsgefaR tberfuhrt und das
Pellet (=mitochondriale Fraktion) wurde in 50 pL — 100 uL MiPOs-Puffer (Mitochondria storage
and respiration buffer) resuspendiert. AnschlieBend wurde die Proteinkonzentration der
Proben mittels des Pierce BCA Protein Assay Kits bestimmt und Arbeitslosungen der
Proteinlysate in 5x Lammli-Puffer, wie in Kapitel 5.9.1 beschrieben, angefertigt. Danach
wurden die Proben mittels Western Blot analysiert und die MCL-1. und MCL-1s-Banden

densitometrisch mit Hilfe der ImageJ-Software ausgewertet.

Hypotoner Puffer

BSA 0,1% (% viv)
Complete Protease Inhibitor Cocktalil 1x

EDTA 0,2 mM
HEPES-Puffer 10 mM
Mannitol 0,3M

in ddH20
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MiPOs-Puffer

BSA

EGTA
HEPES-Puffer
KH2PO4
K-Lactobionat
MgCI2x6H20
Sucrose
Taurine

in ddH20

0,1% (% v/iv)
0,5mM

20 mM

10 mM

60 mM
3mM

110 mM

20 mM

bovine serum albumin (Albumin Fraktion V,
BSA)

Complete Protease Inhibitor Cocktalil
DMSO

EDTA
Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-
Tetraessigsaure (EGTA)
4-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-1-
ethansulfonsédure (HEPES)
Homogenisator Dounce Homogenizer
Wheaton Tight (1,0 mL)

ImageJ-Fiji64 Sotware

Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO.)
K-Lactobionat
Magnesiumchlorid-Hexahydrat
(MgCl>x6H,0)

Mannitol

PBS Dulbecco w/o Ca?*, w/o Mg?*
Sucrose

Taurin

Trypsin-EDTA (0,05%)

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, DE
Merck KGaA, Darmstadt, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Carl Roth, Karlsruhe, DE

Merck KGaA, Darmstadt, DE
Thermo Fisher Scientific, Waltham, US

National Institutes of Health, Bethesda,
MD, US

Carl Roth, Karlsruhe, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE
Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Sigma-Aldrich, Steinheim, DE

Biochrom AG, Berlin, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

Life Technologies Gibco, Darmstadt, DE

5.14 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit GraphPad Prism 9.3.0. Die Abbildungen zeigen
Mittelwerte + SD von mindestens drei unabhéngigen Experimenten. Statistische Signifikanz
wurde mittels des zweiseitigen ungepaarten oder gepaarten Students t-Tests berechnet.
Unterschiede mit p-Werten < 0,05 wurden als statistisch signifikant festgelegt (* = p < 0,05;
** = p<0,01; ** =p<0,001; ***=p<0,0001). p-Werte =2 0,05 wurden als nicht signifikant

(ns) definiert.

GraphPad Prism 9.3.0 Software GraphPad Prism, San Diego, CA, US
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6. Ergebnisse

6.1 ABT-199&BTZ-vermittelte Zelltod-Induktion in Sarkoma-Zelllinien

Eigene Vorarbeiten zeigen, dass BTZ in Kombination mit dem spezifischen BCL-2-Inhibitor
ABT-199 in Weichteilsarkomen synergistisch Apoptose induziert (Muenchow et al. 2020). Fur
die ABT-199&BTZ-vermittelte synergistische Apoptose sind das pro-apoptotische
Effektorprotein BAX und der MCL-1 Antagonist NOXA von essentieller Bedeutung. Da
Weichteilsarkome eine hohe Heterogenitat aufweisen, wurde der ABT-199&BTZ-vermittelte
Zelltod in drei verschiedenen Sarkom-Zelllinien untersucht, um den zugrundeliegenden
Mechanismus aufzuklaren. Hierfur wurden die Zelllinien SW982/WT, SK-LMS und RD in
Gegenwart von 15 pM ABT-199 und/oder 5 nM BTZ inkubiert und der Zelltod nach 24 h mittels
Annexin V-APC und TMRM durchflusszytometrisch bestimmt.

Die Anwesenheit von ABT-199 oder BTZ allein zeigte sowohl in den SW982/WT als auch in
den RD <20% Annexin V-APC* und TMRM" gefarbte Zellen, was vergleichbar mit den
Messwerten der Kontrollansétze war (Abbildung 9). Die SK-LMS hingegen zeigten bereits bei
alleiniger Inkubation mit ABT-199 einen stark erhdhten Zelltod mit >50% Annexin V-APC*
Zellen und einem Verlust des mitochondrialen Membranpotentials in mehr als 50% der Zellen
(~61% TMRM""). Die Kombination ABT-199&BTZ wies in allen drei Zelllinien signifikant
erhdhte Anteile an Annexin V-APC* (~92% SW982/WT, ~85% SK-LMS und ~52% RD) und
TMRM™" gefarbten Zellen (~92% SW982/WT, ~85% SK-LMS und ~76% RD) auf. Die
durchflusszytometrische Analyse bestatigte den publizierten Synergismus von ABT-199&BTZ
in den betrachteten Zelllinien (Muenchow et al. 2020). Da der Synergismus in den SW982/WT-

Zellen besonders deutlich war, wurde diese Zelllinie fir weitere Experimente ausgewahlt.
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Abbildung 9: ABT-199&BTZ induzieren in SW982/WT, SK-LMS und RD synergistisch
Apoptose. SW982/WT, SK-LMS und RD wurden mit 15 puM ABT-199 und 5 nM BTZ allein
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oder in Kombination fur 24 h inkubiert und durchflusszytometrisch der Anteil an Annexin
V-APC* und TMRM"®" Zellen bestimmt. Die Kombination ABT-199&BTZ fiihrte in allen drei
Zelllinien zu synergistisch induzierter Apoptose (~52 - 92% Annexin V-APC* und TMRM"Y),
Gezeigt ist der Mittelwert £ Standardabweichung (SD); n=5.

Um die Ergebnisse der durchflusszytometrisch ermittelten ABT-199&BTZ-vermittelten
Apoptose-Induktion zu verstehen, wurden des Weiteren die Protein-Expressionen
verschiedener BCL-2-Proteine untersucht. Mittels Western Blot wurde die Expression der
Proteine BCL-2, MCL-1, BAX, BAK, BOK und NOXA nach 8 h Inkubation mit 15 uM ABT-199
und/oder 5 nM BTZ analysiert. Keine der drei Zelllinien (SW982/WT, SK-LMS und RD) zeigte
nach Inkubation mit ABT-199 und/oder BTZ eine veranderte Expression von BCL-2 (Abbildung
9). Zwar zeigten SW982/WT-Zellen nach simultaner Inkubation mit ABT-199 und BTZ eine
leicht erhOhte relative Bandenintensitat von BAK und BOK, es liel3d sich aber weder fur BAX,
noch fir BAK oder BOK ein einheitlicher Unterschied der Proteinexpression in Gegenwart von
ABT-199 und/oder BTZ feststellen.

Da MCL-1 proteasomal abgebaut wird, resultiert die Proteasom-Inhibition in erhohter
Expression von MCL-1 (Pandey et al. 2013; Wu et al. 2020). Eine geringfligig verstarkte
Expression von MCL-1 in Gegenwart von BTZ konnte auch in SW982/WT nachgewiesen
werden. Uberraschenderweise zeigte sich eine verstarkte Expression von MCL-1 in
Anwesenheit von ABT-199, die sich in Kombination mit BTZ noch steigerte. Es stellte sich die
Frage, ob der beobachtete Effekt der verstarkten MCL-1-Expression spezifisch fir MCL-1 ist.
Deshalb wurde fir eine detaillierte Analyse die Expression des MCL-1 Antagonisten NOXA
betrachtet. Laut Literatur vermittelt die Interaktion von NOXA mit MCL-1 die Phosphorylierung
und Ubiquitinierung von MCL-1, wodurch der am Mitochondrium lokalisierte NOXA-MCL-1-
Komplex zum Proteasom transloziert und proteasomal abgebaut wird (Nakajima et al. 2014;
Pang et al. 2014). In Ubereinstimmung mit den bisherigen Ergebnissen der
Expressionsanalyse von MCL-1 wurde die NOXA-Expression in Anwesenheit von ABT-199

allein und verstarkt in Kombination mit BTZ induziert (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Expression verschiedener BCL-2-Proteine. Die Zelllinien SW982/WT,
SK-LMS und RD wurden 8 h mit 15 uM ABT-199 + 5 nM BTZ inkubiert und die Expression der
Proteine mittels Western Blot analysiert (+10 uM Q-VD-OPh). Ein verstarktes Protein-Level
lied sich bei ABT-199 allein und in Kombination mit BTZ nur fir MCL-1 und dessen Antagonist
NOXA feststellen. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei
unabhangigen Western Blot Analysen, GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Sternchen
definieren identische Western Blot Membranen, die durch Schneiden oder erneuter Antikorper-
Detektion nach Strippen der Membranen entstanden sind.

6.2Das Effektorprotein BAX als Vermittler der ABT-199&BTZ-
induzierten synergistischen Apoptose

Die Kombination aus Proteasom-Inhibition und spezifischer BCL-2-Inhibition fihrt zur

Aktivierung und mitochondrialen Oligomerisierung von BAX (Muenchow et al. 2020). Das pro-
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apoptotische Effektorprotein BAX ist ebenso wie BAK und BOK fir die Freisetzung von
Cytochrom c¢ aus dem Mitochondrium verantwortlich. Dies lasst vermuten, dass die
Effektorproteine BAX, BAK und BOK die synergistisch induzierte Apoptose beeinflussen. Um
den Einfluss der Effektorproteine zu untersuchen, wurden mittels der CRISPR/CAS9-Methode
Knock-Out-Zelllinien aus SW982/WT generiert. Im Western Blot wurde der KO analysiert und
KO-Zelllinien ausgewahlt (Abbildung 11). Ein weiteres Auswabhlkriterium war die unveranderte
Expression der jeweils anderen Effektoren sowie der tbrigen BCL-2 Familienproteine (nicht
dargestellt). Des Weiteren zeigten alle stabilen KO-Zelllinien die Expression der CAS9
Streptococcus pyogenes (CRISPR-associated Protein) als Indikator eines stabil ins
Wirtsgenom integrierten und funktionierenden CRISPR/CAS9-Systems.

(o] (e} (o]

f & &8

< < O

S @ @ g
Yy & & &
(®)) (S)) ($)) (&)
S & & 3
%) %) (%) (%)

kDa — s | CAS9 (S. pyogenes)
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26 — — BOK
26 —
BAX
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Abbildung 11: Erfolgreicher Knock-Out der Effektorproteine. Mit Hilfe der CRISPR/CAS9-
Methode wurden aus den SW982/WT die KO-Zelllinien SW982/BAXK®, SW982/BAKX® und
SW982/BOKK® generiert. 30-40 ug Protein wurden zur Uberprifung hinsichtlich eines
erfolgreichen KO und der stabil ins Wirtsgenom integrierten CRISPR/CAS9 (S. pyogenes)
Maschinerie untersucht. Alle drei generierten KO-Zelllinien zeigten den entsprechenden KO
fur die Effektorproteine BAX, BAK oder BOK und exprimierten die CAS9 (S. p.). Dargestellt ist
ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei unabhangigen Western Blot Analysen,
GAPDH diente als Ladekontrolle.

Die ausgewahlten KO-Zelllinien wurden in Anwesenheit von 15 uM ABT-199 und/oder
5nM BTZ inkubiert und der Anteil apoptotischer Zellen mittels Annexin V-APC/TMRM-
Farbung nach 24 h durchflusszytometrisch bestimmt. Entsprechend den Erwartungen zeigten
die drei KO-Zelllinien bei alleiniger Inkubation mit ABT-199 oder BTZ keine verstéarkte Zelltod-
Induktion (<20% Annexin V-APC* oder TMRM"" gefarbter Zellen), verglichen zur parentalen
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SWO82/WT (Abbildung 12 A-D). Die Kombination ABT-199&BTZ resultierte in den
SW982/BAKK® in ~78% Annexin V-APC* und TMRM"°" gefarbter Zellen. Vergleichbar hierzu
verhielt sich SW982/BOKX° mit ~76% Annexin V-APC* und ~63% TMRM'"" gefarbter Zellen.
Der SW982/BAKK® und SW982/BOKX® induzierte in dhnlichem Umfang wie die SW982/WT-
Zellen (~92% Annexin V-APC* und TMRM" ") Zelltod. Daraus lasst sich schlieRen, dass die
Effektorproteine  BAK und BOK nicht wesentlich fir den ABT-199&BTZ-vermittelten
Synergismus verantwortlich sind. Wie erwartet, zeigte der KO von BAX in SW982/BAXX®
signifikant reduzierten Zelltod (~32% Annexin V-APC*) und Anteil an TMRM'" gefarbter Zellen
(~43%) bei Verwendung des BCL-2-Inhibitors ABT-199 in Kombination mit BTZ. Die
Gegenuberstellung der drei KO-Zelllinien und der parentalen SW982/WT-Zellen zeigt deutlich,
dass in SW982/BAXKC der geringste Anteil apoptotischer Zellen nach ABT-199&BTZ-
Inkubation detektiert wurde. BAX wurde als der Vermittler der ABT-199&BTZ-induzierten
synergistischen Apoptose identifiziert (Abbildung 12 E).
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Abbildung 12: Einfluss der Effektorproteine BAX, BAK und BOK auf die ABT-199&BTZ-
vermittelte Apoptose-Induktion. A-D) SW982/WT und die korrespondierenden KO-Zelllinien
(SW982/BAXKC, SW982/BAKKX® und SW982/BOKX°) wurden mit 15uM ABT-199 und
5 nM BTZ allein oder in Kombination fur 24 h inkubiert und durchflusszytometrisch der Anteil
an Annexin V-APC* und TMRM“" Zellen bestimmt. E) Der BAX-KO resultierte in dem
geringsten Anteil apoptotischer Zellen mit einer signifikanten Reduktion des Zelltods von >50%
im Vergleich zu SW982/WT und dem BAK- und BOK-KO. Gezeigt ist der Mittelwert + SD; n=3.

Zur Uberpriifung der verminderten ABT-199&BTZ-vermittelten Apoptose-Induktion nach KO
von BAX wurde zusatzlich die Aktivitat der Downstream Effektor-Caspasen 3 und 7 mittels
eines Caspase-Substrat-Assays bestimmt. Nach 24-stundiger Inkubation mit 15 uM ABT-199
und 5 nM BTZ wurde die Caspase 3/7-Aktivitat in SW982/WT und den KO-Zelllinien bestimmt.
Nur in SW982/BAXK® zeigte sich eine Reduktion auf 42% relativer Caspase 3/7-Aktivitat im
Vergleich zur parentalen SW982/WT-Zelllinie. Die Caspase 3/7-Aktivitat in den SW982/BAKK®
und SW982/BOKK® war hoher als in den SW982/WT (Abbildung 13). Dies kdnnte durch

erhdhte Expression der Caspasen hervorgerufen worden sein.
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Abbildung 13: Der SW982/BAXKC resultierte in signifikant reduzierter relativer
Caspase 3/7-Aktivitdt nach Inkubation mit ABT-199&BTZ. SW982/WT und die KO-
Zelllinien (SW982/BAXX°, SW982/BAKK® und SW982/BOKK®) wurden fir 24 h in Anwesenheit
von 15 uM ABT-199 und 5 nM BTZ inkubiert und anschlieRend die Caspase 3/7-Aktivitat mit
Hilfe des Caspase-Substrat-Assays bestimmt. In SW982/BAXK® zeigte sich eine Reduktion
von 57% relativer Caspase 3/7-Aktivitat im Vergleich zu SW982/WT. Gezeigt ist der
Mittelwert £ SD; n=3.

Um den Einfluss der Effektorproteine BAX, BAK und BOK auf die ABT-199&BTZ-vermittelte
Zelltod-Induktion zu betrachten, wurde die Expression verschiedener BCL-2-Proteine
analysiert. Hierfur wurden die Protein-Expressionen der anti-apoptotischen Proteine MCL-1
und BCL-2 sowie der pro-apoptotischen Effektorproteine BAX, BAK und BOK und des
BH3-only Proteins der parentalen SW982/WT-Zelllinie und der KO-Linien 8 h nach Inkubation
mit 15 uM ABT-199 allein oder in Kombination mit 5 nM BTZ im Western Blot analysiert.
Abbildung 14 zeigt, dass die alleinige Inkubation von ABT-199 und/oder BTZ weder die
Expression des anti-apoptotischen BCL-2-Proteins noch die der Effektorproteine BAX, BAK
und BOK wesentlich veranderten. Die Differenz der durchflusszytometrisch ermittelten Zelltod-
Antworten auf ABT-199&BTZ der KO-Zelllinien kann ebenfalls nicht auf die veranderte
Expression des BH3-only Proteins NOXA zurtickgefihrt werden. Die Bandenintensitat von
NOXA und der dabei synchron verstarkten MCL-1-Expression der KO-Linien nach alleiniger
Inkubation von ABT-199 oder in Kombination mit BTZ war vergleichbar zur parentalen
SW982/WT-Zelllinie. Aufgrund der gleichzeitigen Inkubation der Zellen mit 10 uM Q-VD-OPh
kann geschlussfolgert werden, dass NOXA Upstream der Caspasen bei der ABT-199&BTZ-
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vermittelten synergistischen Zelltod-Induktion liegt und die Induktion der NOXA-Expression
nicht als sekundéarer Effekt auftritt.

Die Ergebnisse der durchflusszytometrischen Zelltodanalysen und der Induktion der NOXA-
Expression von SW982/WT und den korrespondierenden KO-Linien (SW982/BAXK®,
SW982/BAKK® und SW982/BOKK®) werfen die Frage auf, ob der resultierende Synergismus
spezifisch fur BTZ ist oder allgemein durch Proteasom-Inhibition vermittelt wird.
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Abbildung 14: Verstarkte Proteinexpression von NOXA bei der Inkubation mit
ABT-199&BTZ. SW982/WT, SW982BAXKX°, SW982/BAKK® und SW982/BOKK® wurden fiir 8 h
mit 15 uM ABT-199 und/oder 5 nM BTZ inkubiert und die Proteinexpression verschiedener
Proteine mittels Western Blot analysiert (+10 puM Q-VD-OPh). Die KO-Zelllinien zeigten nach
Inkubation mit ABT-199 und/oder BTZ keine veranderte Expression der BCL-2-Proteine im
Vergleich zu SW982/WT. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei
unabhangigen Western Blot Analysen, GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Sternchen
definieren identische Western Blot Membranen, die durch Schneiden oder erneuter Antikorper-
Detektion nach Strippen der Membranen entstanden sind.
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6.3 ABT-199&PIl-vermittelte Zelltod-Induktion in SW982/WT

Um zu untersuchen, ob die durch ABT-199&BTZ-vermittelte synergistische Zelltod-Induktion
spezifisch fur BTZ ist oder auf eine allgemeine Klassenspezifitat zuriickzufiihren ist, wurden
die PIs CFZ und IXZ hinzugezogen (Besse et al. 2019). Die Weichteilsarkom-Zelllinien
SW982/WT, SW982/BAXKC, SW982/BAKK® und SW992/BOKX® wurden mit 5 nM PI allein und
in Kombination mit 15 pM ABT-199 flr 24 h inkubiert und mittels Durchflusszytometrie der
Zelltod analysiert. Die alleinige Inkubation mit den Pls CFZ und IXZ wies in allen Zelllinien eine
mit der BTZ-Inkubation vergleichbare Zelltod-Induktion auf (Abbildung 15; <20% Annexin
V-APC* und TMRM"%), Die Inkubation von ABT-199 mit CFZ resultierte in den SW982/WT-
Zellen in >90% Annexin V-APC* und TMRM" gefarbter Zellen. Die Kombination
ABT-199&CFZ fuhrte zu vergleichbarer Zelltod-Induktion wie ABT-199&BTZ in SW982/WT
(Abbildung 15 A). ABT-199&IXZ induzierten in SW982/WT auch synergistisch Apoptose,
allerdings in geringerem MaRe (~43% Annexin V-APC*; ~40% TMRM"Y). Des Weiteren lieR
sich erkennen, dass CFZ in Kombination mit ABT-199 in den SW982/BAKK® (Abbildung 15 C)
und SW982/BOKX® (Abbildung 15 D) gleichermaBen wie ABT-199 mit BTZ den Zelltod
induzierte (Annexin V-APC* und TMRM'": >70% fir ABT-199&BTZ und ABT-199&CFZ). Der
BAK-KO zeigte keine Auswirkung auf den Zelltod bei Inkubation von ABT-199&IXZ (Abbildung
15 C). Die Exposition von Phosphatidyl-Serin und der Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials in ~40% der Zellen bei der Kombination ABT-199&IXZ in SW982/BAKX®
war vergleichbar mit dem Verhalten von SW982/WT (Abbildung 15 A). Lediglich der BOK-KO
reduzierte den Anteil apoptotischer Zellen fur ABT-199&IXZ auf Kontrollniveau (~40% auf
~14%). Im Gegensatz hierzu fiihrte der KO von BAX zu signifikant geringerer Zelltod-Induktion
(>90% auf ~50% (ABT-199&CFZ) und ~40% auf ~10% (ABT-199&IXZ)), was in
Ubereinstimmung mit der Reduktion des Zelltods nach KO von BAX bei ABT-199&BTZ (>80%
auf ~40%) ist. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass BTZ, CFZ und weniger effizient
IXZ, mit ABT-199 synergistisch wirken und der Synergismus dabei auf der allgemeinen
Proteasom-Inhibition beruht (Abbildung 15 E). Die zu SW982/WT vergleichbare ABT-199&PI-
vermittelte Zelltod-Induktion der beiden Zelllinien SW982/BAKX® und SW982/BOKK® |asst den
Ruckschluss zu, dass weder BAK noch BOK fir die synergistische Zelltod-Induktion
verantwortlich sind. Fir die Pls CFZ und IXZ in Kombination mit ABT-199 lasst sich, wie bereits
fur ABT-199&BTZ identifiziert, BAX als Hauptakteur der ABT-199&PI-vermittelten

synergistischen Apoptose-Induktion ausmachen.
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Abbildung 15: ABT-199&PIs induzieren synergistisch Zelltod. A-D) Nach Inkubation mit
15 uM ABT-199 allein oder in Gegenwart von 5 nM BTZ, CFZ oder IXZ fur 8 h wurde der
Zelltod der SW982/WT und der generierten KO-Zelllinien (SW982/BAXX°, SW982/BAKK® und
SW982/BOKK®) durchflusszytometrisch mittels Annexin V-APC-Farbung (Exposition von
Phosphatidyl-Serin) und TMRM-Farbung (Verlust des AWr) evaluiert. E) Alle Pls (BTZ, CFZ
und IXZ) wirkten in den KO-Zelllinien in unterschiedlichem Ausmald3 in Kombination mit
ABT-199 synergistisch. Gezeigt ist der Mittelwert + SD; n=3.
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Um den unterschiedlich induzierten ABT-199&PI-vermittelten Zelltod und dessen molekulare
Grundlage zu erschlieRen, wurde die Expression relevanter BCL-2-Proteine mittels Western
Blot analysiert. Nach achtstiindiger Inkubation mit 15 uM ABT-199 und/oder 5 nM PI wurde
die Expression der jeweiligen Proteine der SW982/WT-Zellen und der KO-Linien begutachtet.
Es konnte in keiner der getesteten Zelllinien deutliche Medikamenten-induzierte
Veranderungen der Proteinexpressionen von BCL-2 und BAX detektiert werden (Abbildung
16). Eine leicht verstarkte Bandenintensitat von BAK und BOK nach Inkubation mit CFZ oder
IXZ allein und in Kombination mit ABT-199 liel3 sich in allen Zelllinien feststellen (Abbildung 16
A-D). Die Effektorproteine BAK und BOK fuhren zu keiner deutlichen Zelltod-Reduktion bei
ABT-199&PIs, jedoch konnte fiir alle Pls allein und in Kombination mit ABT-199 die verstéarkte
NOXA- und MCL-1-Expression bestatigt werden. Unabhangig von BAX, BAK oder BOK liel3
sich nach alleiniger Inkubation mit den Pls eine schwache NOXA-Induktion feststellen, die in
Kombination mit ABT-199 noch starker ausgepragt war. Die NOXA-Expression nahm dabei in
allen untersuchten Zelllinien (SW982/WT, SW982/BAXKC, SW982/BAKKC, SW982/BOKK®)
folgendermalen zu: IXZ<BTZ<CFZ<ABT-199 (Abbildung 16). Da die NOXA-Expression mit
der Apoptose-Induktion (Abbildung 16) in der Reihenfolge
ABT-199<ABT-199&IXZ<ABT-199&BTZ<ABT-199&CFZ korreliert, wurde der Fokus
weiterfiihrender Untersuchungen auf das BH3-only Protein NOXA gelegt und die Rolle von

NOXA in der ABT-199&PI-vermittelten synergistischen Zelltod-Induktion analysiert.
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Abbildung 16: Die Induktion der NOXA-Expression korreliert mit der ABT-199&PI-
vermittelten synergistischen Zelltod-Induktion. SW982/WT, SW982/BAXKO,
SW982/BAKK® und SW982/BOKK® wurden fir 8 h mit 15 uyM ABT-199 allein und/oder in
Kombination mit 5 nM PI (BTZ, CFZ oder 1XZ) inkubiert und die Protein-Expression mittels
Western Blot untersucht (+10 uM Q-VD-OPh). A-D) Die NOXA-Expression ist unabhéngig von
BAX, BAK oder BOK und nimmt in der Reihenfolge IXZ<BTZ<CFZ<ABT-199 zu. Dargestellt
ist ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei unabhangigen Western Blot Analysen,
GAPDH diente als Ladekontrolle. Die Sternchen definieren identische Western Blot
Membranen, die durch Schneiden oder erneuter Antikérper-Detektion nach Strippen der
Membranen entstanden sind.

6.4Der NOXA-Knock-Down reduziert die ABT-199&PIl-vermittelte
Zelltod-Induktion

Im Folgenden soll die Rolle von NOXA in der ABT-199&PI-vermittelten synergistischen
Apoptose-Induktion untersucht werden. Dazu wurde NOXA mittels siRNA in den SW982/WT
und den verschiedenen KO-Zelllinien herunter reguliert und der ABT-199&PIl-vermittelte

Zelltod durchflusszytometrisch analysiert. Die SW982-Zellen wurden 24 h nach Transfektion
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mit siPMAIP1 fir weitere 24 h mit 15 uM ABT-199 und/oder 5 nM PI inkubiert. Die
Zelltodanalyse erfolgte dann nach Farbung mit Annexin V-APC. Der Knock-Down von NOXA
wurde im Western Blot analysiert und die fehlende NOXA-Proteinexpression bestatigte den
erfolgreichen Knock-Down (Abbildung 17 D-F). Abbildung 17 A-C zeigt, dass der Knock-Down
von PMAIP1 den ABT-199&PI-vermittelten Zelltod signifikant reduziert. Die Wirkung der
PMAIP1/NOXA Herunterregulation variiert je nach Kombination der Pls mit ABT-199. Wahrend
der Knock-Down bei ABT-199&BTZ zu 23% weniger Annexin V-APC* Zellen und bei
ABT-199&CFZ zu 30% weniger Annexin V-APC* Zellen fuhrte (Abbildung 17 A und B),
blockierte der Knock-Down von PMAIP1/NOXA bei ABT-199&IXZ die Zelltod-Induktion
komplett (Abbildung 17 C). Zudem wurde die Mdglichkeit, dass die gesteigerte MCL-1-
Expression nach ABT-199&PI-Inkubation zur Induktion von NOXA fuhrt, ausgeschlossen. Die

basale MCL-1-Expression war nach Knock-Down von PMAIP1/NOXA unverandert.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sowohl BAX als auch NOXA Schliisselmolekiile in
der ABT-199&PI-vermittelten synergistischen Zelltod-Induktion zu sein scheinen.
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Abbildung 17: Reduktion der ABT-199&Pl-vermittelten synergistischen Zelltod-
Induktion bei PMAIP1/NOXA-Knock-Down. A-F) SW982/WT-Zellen und die etablierten KO-
Linien (SW982/BAXK°, SW982/BAKX°® und SW982/BOKK®) wurden mittels siPMAIP1
transfiziert und am néchsten Tag mit 15 uM ABT-199 £ 5 nM PI (BTZ, CFZ oder 1XZ) fir 24 h
inkubiert und durchflusszytometrisch der Anteil an Annexin V-APC* Zellen bestimmt. Der
Knock-Down von PMAIP1/NOXA wurde mittels Western Blot (+10 uM Q-VD-OPh) analysiert.
A-C) Die signifikante Zelltod-Induktion nach Knock-Down von PMAIP1/NOXA liel3 darauf
schlieBen, dass NOXA den ABT-199&PI-vermittelten synergistisch induzierten Zelltod
beeintrachtigt. Gezeigt ist der Mittelwert + SD; n=3. D-F) Die Abwesenheit der NOXA-

Expression nach siPMAIP1-Transfektion bestétigte einen erfolgreichen PMAIP1/NOXA-
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Knock-Down. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei unabhangigen
Western Blot Analysen, B-AKTIN diente als Ladekontrolle.

6.5BAX und NOXA sind wichtige Schlisselmolektle in der
ABT-199&PI-vermittelten synergistischen Zelltod-Induktion

Da sowohl der Knock-Out von BAX als auch der Knock-Down von NOXA gleichermalien eine
Reduktion der Zelltod-Induktion nach ABT-199&PI-Inkubation zur Folge hatten, wurde die
Wirkung von NOXA in BAX-defizienten Zellen untersucht. Um auf3erdem die Frage zu klaren,
inwieweit NOXA auch in BAK- oder BOK-defizienten Zellen eine Rolle spielt, wurden BAX,
BAK, BOK oder NOXA in den entsprechenden KO-Linien mittels siRNA Interferenz herunter
reguliert und die durch ABT-199&PI-vermittelte Zelltod-Induktion analysiert.

In der durchflusszytometrischen Analyse zeigte weder der SW982/BAKK® mit herunter
reguliertem BOK noch der SW982/BOKX® mit herunter reguliertem BAK eine wesentliche
Reduktion des Zelltods nach 24-stiindiger ABT-199&BTZ-Inkubation (Anhang Abbildung 42).

Im Gegensatz dazu konnte in den SW982/BAXX°-Zellen nach Inkubation von ABT-199&BTZ
fur 24 h eine geringe Reduktion des Zelltods sowohl bei dem Knock-Down von BAK um ~21%
als auch bei dem Knock-Down von BOK um ~13% mittels durchflusszytometrischer Messung
von Annexin V-APC* Zellen festgestellt werden. Es scheint, dass BAK die Funktion von BAX
bei dessen Abwesenheit einnimmt (Abbildung 18). Den gréten Einfluss zeigte der Knock-
Down von PMAIP1 in SW982/BAXXC-Zellen mit knapp ~40% reduzierter Zelltod-Induktion.
Dies bestatigt die Schlussfolgerung, dass BAX und NOXA wichtige Schliisselmolekiile in der
ABT-199&BTZ-vermittelten synergistischen Zelltod-Induktion sind. BAK und BOK scheinen
einen geringen Effekt in der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion zu besitzen.
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Abbildung 18: Reduzierte Zelltod-Induktion bei Knock-Down von BAK, BOK und
PMAIP1 in SW982/BAXX®. Nach Transfektion von siBAK, siBOK und siPMAIP1 wurden die
SW982/BAXK® am nachsten Tag mit 15 pM ABT-199 und 5 nM BTZ allein oder in Kombination
fur 24 h inkubiert und durchflusszytometrisch der Anteil an Annexin V-APC* Zellen bestimmit.
Die héchste Zelltod-Reduktion wurde fir den Knock-Down von PMAIP1 mit ~40% Reduktion
der Annexin V-APC* Zellen erzielt, wéhrend siBAK zu ~21% und siBOK zu ~13% Zelltod-
Reduktion fuhrte. Gezeigt ist der Mittelwert + SD; n=3.

6.6 Unterschiedliche Spezifitaten der Pls beeinflussen die
ABT-199&PI-vermittelte Zelltod-Induktion

Die bisherigen Ergebnisse zeigen Komponenten-spezifische Unterschiede zwischen den Pls,
bei gleicher Konzentration von 5 nM. Die unterschiedliche Effizienz der Pls ist moglicherweise
auf die spezifische Inhibition der proteolytisch aktiven UE des Proteasoms zurlckzufiihren.
BTZ und IXZ blockieren die Bi- und Bs-UE des 26S Proteasoms, wahrend CFZ die .- und
Bs-UE blockiert (Besse et al. 2019). Um zu analysieren, ob die Protease-Spezifitat der Pls der
Grund fur die Unterschiede in der Zelltod-Induktion ist, wurden die mit dem Proteasomkomplex
verbundenen Proteaseaktivitaten der B1-, B2- und Bs-UE mittels des Proteasome-Glo Substrat-
Assays bestimmt. SW982/WT-Zellen wurden fur 4 h mit 5 nM oder 100 nM der jeweiligen Pls
inkubiert, anschliel3end mit den entsprechenden Substraten fur die proteasomalen UE versetzt
und nach 5 min die Lumineszenz ermittelt. 100 nM BTZ oder IXZ zeigten eine komplette
Reduktion des Lumineszenzsignals der B:-UE, wahrend das Lumineszenzsignal der 3:-UE bei
100 nM CFZ um ~57% gesenkt wurde (Abbildung 19 A). Auch 5 nM BTZ oder IXZ reduzierten
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im Vergleich zu 5nMCFZ erneut das Lumineszenzsignal der B:-UE signifikant.
GleichermalRen zeigten 100 nM CFZ die starkste Reduktion des Lumineszenzsignals der
B2-UE, wahrend 100 nM BTZ oder IXZ das Lumineszenzsignal der B»>-UE nur geringflgig
senkten. Die Lumineszenzsignale der B»-UE bei 5 nM Pl waren untereinander vergleichbar
und zeigten auch keine signifikante Reduktion des Lumineszenzsignals im Vergleich zur
Kontrolle (Abbildung 19 B). IXZ zeigte bei 5nM die schwéachste Abnahme des
Lumineszenzsignals der Bs-UE, wahrend bei 100 nM PI keine signifikante Differenz der Pls
untereinander festgestellt wurde (Abbildung 19 C). Zusammenfassend l&sst sich sagen, dass
die bei der ABT-199&PI-vermittelten Zelltod-Induktion beobachteten Unterschiede teilweise
auf die unterschiedliche Spezifitdt der Pls gegenlber der proteolytisch aktiven UE des
Proteasoms zuriickzufihren sind. Da die Aktivitat der 3:-und B2-UE fur 5 nM Pls nur geringe
Reduktionen widerspiegelte, scheint die starkste Verringerung der Aktivitat der Bs-UE flr

5 nM Pls die wesentliche Rolle zu spielen.
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Abbildung 19: Unterschiedlich hervorgerufene Reduktion des Lumineszenzsignals der
proteolytisch aktiven UE des Proteasoms durch die Pls. SW982/WT-Zellen wurden
zunachst fir 4 h mit 5 nM oder 100 nM PI (BTZ, CFZ oder 1XZ) inkubiert, anschlieRend das
Proteasome-Glo Substrat hinzugefiigt und das Lumineszenz-Signal nach 5 min ermittelt. Die
starkste Reduktion des Lumineszenzsignals bei 5 nM Pl wurde fir die Bs-UE festgestellt.
Gezeigt ist der Mittelwert £ SD; n=4.

Aufgrund der unterschiedlichen Substrat-Spezifitdten der Pls wurde analysiert, inwieweit die
Inhibition spezifischer UE des Proteasoms fur eine mogliche synergistische Wirkung in
Kombination mit ABT-199 eine Rolle spielen. Zusatzlich zur proteasomalen
Aktivitdtsbestimmung wurde deshalb die Zelltod-Induktion der Pls iber eine Zeitkinetik
bestimmt, um mogliche zeitversetzte Wirkungen der PIs hinsichtlich der erzielten Unterschiede
in der Zelltod-Induktion nach 24 h fur die Pls allein oder in Kombination mit ABT-199 zu

analysieren. Hierfir wurde ABT = BTZ, CFZ oder IXZ auf die SW982/WT gegeben und in
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Gegenwart von CellTOX Green Uber 25h im Cytation 1 Image Reader aufgenommen.
Dargestellt wurde die Differenz der CellTOX Green™ Zellen nach Abzug von der gemittelten
Baseline von 0h bis 5h (Abbildung 20). In Ubereinstimmung mit den bisher erzielten
Ergebnissen zeigte die Kombination ABT-199&IXZ die geringste Zelltod-Induktion mit
insgesamt ~148 CellTOX Green® Zellen nach 24 h und einer von IXZ allein induzierten
Apoptose unterscheidbare Zelltod-Induktion erst nach 19 h. ABT-199&CFZ induzierte schon
nach 16 h einen von CFZ allein induzierten Apoptose unterscheidbaren Zelltod, der nach 25 h
in ~467 CellTOX Green* Zellen resultierte. Fur ABT-199&BTZ konnte bereits nach 14 h eine
von BTZ allein hervorgerufene Zelltod-Induktion unterschieden werden, die nach 25 h in
~510 CellTOX Green* Zellen endete. Die Kombinationen ABT-199&BTZ und ABT-199&CFZ
zeigten einen geringen Unterschied hinsichtlich ihrer Fahigkeit der Zelltod-Induktion, was den
nichtexistierenden Unterschied bei den durchflusszytometrischen Zelltod-Messungen
bestétigte (Abbildung 20).

SW982/WT
800 n=3
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—-6- ABT-199

BTz

—— ABT-199&BTZ
CFz

-= ABT-199&CFZ

IXZ

—— ABT-199&IXZ
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Abbildung 20: Die PIs (BTZ, CFZ und IXZ) zeigen zeitversetzte Wirkungen und
unterschiedlich stark hervorgerufene Zelltod-Induktionen in Kombination mit ABT-199.
Fir die dargestellte Zeitkinetik Uber 25h wurden SW982/WT-Zellen mit 15 uM
ABT-199 £ 5 nM PI (BTZ, CFZ oder IXZ) inkubiert und in Anwesenheit von CellTOX Green
Fluoreszenz-Aufnahmen im Cytation 1 Image Reader durchgefihrt. Die Kombination
ABT-199&IXZ resultierte nach 25h in nur -~148 CellTOX Green* Zellen, wahrend
ABT-199&CFZ zu ~467 CellTOX Green* Zellen und ABT-199&BTZ zu ~510 CellTOX Green*
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Zellen fuhrten. Dargestellt ist die Differenz der CellTOX Green® Zellen zum jeweiligen
Zeitpunkt mit Abzug der gemittelten Baseline (0) + SD; n=3.

6.7 Partielle TP53-abhéangige Induktion von NOXA

Die verstarkte Expression von NOXA nach Proteasom-Inhibition allein oder in Anwesenheit
von ABT-199 und die Zelltod-Reduktion nach Knock-Down von PMAIP1/NOXA belegt eine
essenzielle Rolle von NOXA. Die Expression von TP53 wird, ebenso wie NOXA, post-
transkriptionell Uber poteasomale Degradation reguliert und PMAIP1 ist ein TP53-
induzierbares Gen (Ashcroft und Vousden 1999; Djajawi et al. 2020; Marine und Lozano 2010).
Aufgrund dessen sollte im Folgenden geklart werden, ob die Stabilisierung und erhdhte
Expression von TP53 der Grund flr die Induktion von NOXA ist. Mit Hilfe einer Western Blot
Analyse wurde die NOXA-Expression in Gegenwart von ABT-199 in An- und Abwesenheit des
Pan-Caspase-Inhibitors Q-VD-OPh untersucht, um zu Uberprifen, ob NOXA Upstream der
Caspasen liegt. Dazu wurden SW982/WT-Zellen mit/ohne 10 uM Q-VD-OPh inkubiert und zu
den entsprechenden Zeitpunkten geerntet. NOXA wurde zeitabhdngig durch ABT-199
induziert, wobei nach 15 h die htchste NOXA-Expression sichtbar war (Abbildung 21).
AnschlieBend wurde NOXA in Ubereinstimmung mit der Literatur synchron zu MCL-1
(Nakajima et al. 2014; Pang et al. 2014) abgebaut. Des Weiteren konnte kein Unterschied der
NOXA-Expression in An- oder Abwesenheit von Q-VD-OPh festgestellt werden. Die NOXA-
Induktion ist also unabhangig und erfolgt oberhalb der Caspasen-Aktivierung.
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Abbildung 21: Das BH3-only Protein NOXA liegt Upstream der Caspasen. SW982/WT-
Zellen wurden mit 15 pM ABT-199 £ 10 puM Q-VD-OPh fir die entsprechenden Zeiten
inkubiert und anschlieend die Lysatproben nach Ernte der Zellen hinsichtlich der NOXA-
Expression mittels Western Blot Analyse untersucht. Die NOXA-Expression zeigte keine
Veranderung in Bezug auf die An- oder Abwesenheit des Pan-Caspase-Inhibitors Q-VD-OPh
und liegt somit Upstream der Caspasen. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von
mindestens zwei unabhangigen Western Blot Analysen, 3-AKTIN diente als Ladekontrolle. Die
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Sternchen definieren identische Western Blot Membranen, die durch Schneiden der Membran
entstanden sind.

Um zu analysieren, ob die Induktion von NOXA eine Konsequenz der BAX/BAK-induzierten
MOMP und Apoptose ist, wurden HCT116-Zellen mit den Knock-Outs der zwei
Effektorproteine fir 8 h mit ABT-199 inkubiert und die Protein-Expressionen mittels Western
Blot analysiert. Die NOXA-Expression war ausnahmslos in Gegenwart von ABT-199 erhéht. In
allen KO-Linien war die erhdohte NOXA-Expression gleich, unabhdngig vom KO der
Effektorproteine  BAX, BAK und/oder BOK (Abbildung 22). AuRerdem zeigte die
durchflusszytometrische Messung der HCT116-Zellen nach 24 h Inkubation mit
15 uM ABT-199 + 5 nM BTZ eine Reduktion des Zelltods fir den BAX- bzw. BAK-KO
(Abbildung 23). Bei Abwesenheit von BAX wurde eine Reduktion des ABT-199&BTZ-
vermittelten Zelltods von 36% auf 19% festgestellt, bei Knock-Out von BAK eine Reduktion
von 36% auf 11% und bei Defizit beider Effektor-Proteine BAX und BAK kam es zu einer
Verringerung der Annexin V-APC* Zellen von 36% auf 10%. Somit kann gesagt werden, dass

die Induktion von NOXA durch ABT-199 der MOMP und Apoptose vorgelagert ist.
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Abbildung 22: ABT-199 erhdht die NOXA-Expression unabhangig vom KO der
Effektorproteine BAX, BAK und/oder BOK. HCT116/WT und die korrespondierenden KO-
Linien (HCT11684%K0 HCT116B84¢K0 HCT116°°, HCT116PX°-*mPY ynd HCT116™C) wurden
mit und ohne 15 uM ABT-199 fir 8 h inkubiert und das Protein-Level von NOXA mittels
Western Blot analysiert (+10 uM Q-VD-OPh). Die erhdhte Induktion von NOXA durch ABT-199
war unabhangig von den Effektorproteinen BAX, BAK und/oder BOK und ist somit der MOMP
und Apoptose vorgelagert. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei

80



Ergebnisse

unabhangigen Western Blot Analysen, B-AKTIN diente als Ladekontrolle. Die Membran wurde

in zwei Teile geschnitten und BAX, BAK und BOK nacheinander auf derselben Membran
detektiert.
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Abbildung 23: Reduktion des ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltods in Abwesenheit von
BAX und/oder BAK. HCT116/WT und die etablierten KO-Zelllinien HCT1168A%KO,
HCT11684¢K0 ynd HCT116°K° wurden mit 15 uM ABT-199 und 5 nM BTZ allein oder in
Kombination fiir 24 h inkubiert und durchflusszytometrisch der Anteil an Annexin V-APC*
Zellen bestimmt. Die Knock-Outs von BAX, BAK und BAX/BAK fiihrten bei ABT-199&BTZ-

Inkubation zu signifikanten Zelltod-Reduktionen im Vergleich zu HCT116/WT. Gezeigt ist der
Mittelwert £ SD; n=3.

Da interessanterweise die alleinige Inkubation von ABT-199 eine starkere NOXA-Expression
als die alleinige Applikation von PlIs hervorrief, wurden SW982/WT-Zellen mit
unterschiedlichen Konzentrationen an ABT-199 fur 8 h inkubiert und erneut die NOXA-
Expression mittels Western Blot analysiert. Das Ergebnis zeigt die Konzentrations-abhangige
NOXA-Induktion mit starkster Expression bei 15 uM ABT-199 (Abbildung 24). Hohere
Konzentrationen an ABT-199 wurden nicht analysiert.
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Abbildung 24: Konzentrations-abhé&ngige NOXA-Induktion. SW982/WT wurden mit
steigenden Konzentrationen an ABT-199 flr 8 h inkubiert und anschlie3end mittels Protein-
Detektion die NOXA-Induktion analysiert (+10 uM Q-VD-OPh). Es konnte eine Konzentrations-
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abhangige NOXA-Induktion bei steigenden ABT-199-Konzentrationen festgestellt werden.
Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei unabhangigen Western Blot
Analysen, B-AKTIN diente als Ladekontrolle.

Auch die in der Literatur beschriebene NOXA-Stabilisierung durch Proteasom-Inhibition wurde
bestétigt (Djajawi et al. 2020), wenngleich die Pls die NOXA-Expression nur vergleichsweise
schwach verstarkten. In Abbildung 25 A wird ersichtlich, dass IXZ die Bandenintensitat der
NOXA-Expression am geringsten erhéhte, wahrend BTZ eine starkere NOXA-Akkumulation

verursachte. Die starkste Bandenintensitat wurde durch Inkubation mit CFZ erzielt.

Um zu Uberprifen, ob Pl-stabilisiertes TP53 der Grund fur die NOXA-Induktion ist, wurde bei
Knock-Down von TP53 die NOXA-Expression nach Inkubation mit Pls + ABT-199 untersucht.
Hierfir wurde SW982/WT mit siTP53 transfiziert und nach 24 h mit Pl und/oder ABT-199 fur
8 h inkubiert. AnschlieRend wurde die Proteinexpression mittels Western Blot analysiert und
das Transkript-Level an PMAIP1 Uber eine gRT-PCR ermittelt. Nach alleiniger Inkubation mit
den PlIs und TP53-Knock-Down sank zwar die NOXA-Expression, in Anwesenheit von
ABT-199 hatte die Pl-vermittelte Stabilisierung von TP53 jedoch nur einen vernachlassigbaren
Einfluss auf die NOXA-Expression (Abbildung 25 B und C). In Ubereinstimmung mit den
Western Blot Ergebnissen zeigte auch das PMAIP1-Transkript-Level nach Knock-Down von
TP53 keine signifikante Reduktion der PMAIP1-mRNA (Abbildung 26 A). Erstaunlicherweise
wurde fir ABT-199 (allein und verstarkt in Kombination mit PIs) eine starkere PMAIP1-
Induktion (Abbildung 26 B) und NOXA-Expression (Abbildung 25 C) festgestellt. Die durch
ABT-199 (allein und verstarkt in Kombination mit PIs) induzierte PMAIP1/NOXA-Expression
lasst sich nicht auf den verminderten Abbau von NOXA zurlckfiihren. Die
durchflusszytometrisch ermittelte Zelltod-Induktion (Annexin V-APC und TMRM-Farbung)
nach TP53-Knock-Down weist des Weiteren auf einen geringen Einfluss von TP53 in der
ABT-199&BTZ-vermittelten synergistischen Zelltod-Induktion hin. Nach Knock-Down von
TP53 wurden weiterhin >90% Annexin V-APC* und TMRM" gefarbte Zellen gemessen
(Abbildung 26).
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Abbildung 25: Teilweise TP53-abhéngige Induktion von NOXA. SW982/WT-Zellen wurden
mit 5 nM PI (BTZ, CFZ oder IXZ; +10 pM Q-VD-OPNh) fiir 8 h inkubiert und anschlie3end die
Expression von TP53 und NOXA analysiert. A) Die Inkubation mit den Pls stabilisierte TP53
und NOXA. B und C) Nach Transfektion der SW982/WT-Zellen mit 50 nM siTP53 wurden die
Zellen nach 24 h mit 15 uM ABT-199 und 5 nM PI (BTZ, CFZ oder IXZ; +10 uM QV-D-OPh)
fur 8 h inkubiert. AnschlieRend wurden die Proteinlysate mittels Western Blot untersucht. Die
durch ABT-199 allein und in Kombination mit Pls induzierte NOXA-Expression wurde durch
Knock-Down von TP53 nur geringfiigig reduziert. Dargestellt ist ein représentatives Ergebnis
von mindestens zwei unabhéngigen Western Blot Analysen, GAPDH (A) oder B-AKTIN (B und
C) dienten als Ladekontrollen. A) Die Sternchen definieren identische Western Blot
Membranen, die durch Schneiden der Membran entstanden sind.
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Abbildung 26: Partiell abh&ngige TP53-regulierte PMAIP1-Induktion. A und B)
SW982/WT-Zellen wurden nach Transfektion mit 50 nM siTP53 am darauffolgenden Tag mit
15 uM ABT-199 und/oder 5 nM PI (BTZ, CFZ, IXZ; +10 uM Q-VD-OPh) furr 8 h inkubiert und
mittels gRT-PCR das mRNA-Level an PMAIP1 und TP53 bestimmt. Die Proben sind aus den
gleichen Ansatzen wie die Western Blot Proben aus Abbildung 25 C generiert worden. Es liel
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sich keine signifikante Reduktion der PMAIP1-Expression nach TP53-Knock-Down feststellen.
Dargestellt ist der Mittelwert £ SD; n=4.
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Abbildung 27: Anhaltende Zelltod-Induktion durch ABT-199&BTZ trotz Knock-Downs
von TP53. SW982/WT wurden nach Knock-Down mittels 50 nM siRNA gegen TP53 mit
15 uM ABT-199 und/oder 5 nM BTZ inkubiert und durchflusszytometrisch der Anteil an
Annexin V-APC* und TMRM°" Zellen bestimmt. Nach TP53-Knock-Down war der
synergistisch induzierte Zelltod durch ABT-199&BTZ unverdndert. Dargestellt ist der
Mittelwert £ SD; n=3.

Zusammenfassend hat TP53 einen vernachlassigbaren Einfluss auf die ABT-199&PI-
vermittelte synergistische Zelltod-Induktion im verwendeten Modell und weist auf eine TP53-
unabhangige Induktion von NOXA hin. Die vorgeschlagene TP53-unabhangige NOXA-
Induktion wird von Experimenten in der nichtkleinzelligen Lungenkarzinom-Zelllinie H1299
untermauert. Sowohl in der TP53 deletierten parentalen Linie (H1299/WT) als auch in einer
H1299-Zelllinie mit rekonstituierter TP53-Expression (H1299/TP53) induzierte ABT-199&PI
synergistisch Apoptose (Abbildung 28 A und B). Wahrend sich die H1299/WT-Zelllinie in
Bezug auf synergistisch induzierte Apoptoser mit den SW982/WT-Zellen in allen
Kombinationen vergleichen lieR, zeigte die H1299/TP53-Zelllinie mit gleicher Tendenz der
Zelltod-Induktion durch ABT-199&PIs insgesamt zwischen 10 — 30% hohere Zellviabilitat.
Zudem war die NOXA-Induktion auf mMRNA- (Abbildung 28 C) und Protein-Ebene (Abbildung
29 A und B) ebenfalls wie bei den SW982/WT bei alleiniger Inkubation von ABT-199 und in
Kombination mit den PlIs stérker. Die Ergebnisse bestatigen, dass ABT-199 die Induktion von
NOXA unabhangig von der betrachteten Zelllinie und dem jeweiligen TP53-Status hervorruft

und die ABT-199&PI-vermittelte synergistische Zelltod-Induktion begriindet.

Des Weiteren wurde bei der Analyse der NOXA-Expression in den H1299/WT und
H1299/TP53 bei Betrachtung von MCL-1, dem Antagonisten von NOXA, eine MCL-1-
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Doppelbande nachgewiesen (Abbildung 29). Die reproduzierbar nachgewiesene MCL-1-
Doppelbande verdnderte sich in Anwesenheit von ABT-199 - die untere MCL-1-Bande
(=MCL-1s) ist nicht mehr nachweisbar. Im Kontroll-Ansatz und bei alleiniger Inkubation mit den
PIs war sowohl die h6here MCL-1-Bande (=MCL-1.) als auch die MCL-1s-Form erkennbar.
Dieser interessante Befund wurde in geringem Umfang weiter analysiert (Kapitel 6.11).
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Abbildung 28: Zelllinien- und TP53-Status-unabhéngige Zelltod-Induktion. H1299/WT
und H1299/TP53 wurden in Anwesenheit von 15 uM ABT-199+5nM Pl (BTZ, CFZ, I1XZ,
10 pM Q-VD-OPh) inkubiert. Nach 8 h wurde das PMAIP1-Transkript-Level mittels gRT-PCR
bestimmt und nach 24 h durchflusszytometrisch der Anteil an Annexin V-APC* und TMRM""
Zellen bestimmt. A und B) H1299/WT und H1299/TP53 verhielten sich hinsichtlich der Zelltod-
Induktion durch ABT-199&PIs vergleichbar zu den SW982/WT. C) H1299/WT- und
H1299/TP53-Zellen lieferten vergleichbare PMAIP1-Transkript-Level, was auf eine TP53-
unabhangige NOXA-Induktion schliel3en lasst. Gezeigt ist der Mittelwert + SD; n=3 (A und B);
n=2 (C).
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Abbildung 29: Teilweise TP53-vermittelte NOXA-Expression. H1299/WT und H1299/TP53
wurden mit 15 uM ABT-100 = 5 nM PI (BTZ, CFZ, IXZ; 10 pM Q-VD-OPh) fiir 8 h inkubiert und
die Proteinexpressionen mittels Western Blot analysiert. A und B) Beide H1299-Zelllinien (mit
defizientem TP53 oder mit rekonstituiertem TP53) zeigten vergleichbare NOXA-Expressionen,
unabhangig von der TP53-Expression. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von
mindestens zwei unabhéangigen Western Blot Analysen, GAPDH (A) oder B-AKTIN (B) diente
als Ladekontrolle. Die Sternchen definieren identische Western Blot Membranen, die durch
Schneiden und Strippen mit erneuter Antikdrper-Inkubation der Membranen entstanden sind.
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6.8 Groltenteils TP53-unabhangige Induktion von NOXA

Die bisherigen Ergebnisse deuten auf einen grofdtenteils TP53-unabhangigen Mechanismus
der NOXA-Induktion hin, da weder der TP53 Knock-Down in SW982/WT noch der vollstandige
Verlust von TP53 in H1299/WT zu signifikanter Veranderung der NOXA-Induktion fUhrte
(Kapitel 6.7). Die NOXA-Induktion wird vorrangig von ABT-199 hervorgerufen und kommt nicht
ausschlieB3lich durch Proteasom-Inhibition zustande. Im Folgenden sollte geklart werden, ob
die Induktion von NOXA auf transkriptioneller oder post-transkriptioneller Ebene reguliert wird.
Hierzu wurde einerseits die Protein-Neusynthese durch CHX und andererseits die
Transkription/mRNA-Expression durch ACM-D blockiert. SW982/WT wurden mit
15 yM ABT-199 + 5 nM PI in Gegenwart von 10 uM CHX fir 8 h inkubiert und anschliel3end
die Expression von NOXA mittels Western Blot analysiert.

Abbildung 30 A illustriert, dass CHX die durch Pls induzierte NOXA-Expression blockierte. Die
verstarkte NOXA-Expression basierte in diesem Setup auf der Protein-Neusynthese.
Zusatzlich wurde die verstarkte NOXA-Expression nach ABT-199 Inkubation (mit und ohne PI)
durch CHX verhindert (Abbildung 30 B) und bestétigte somit ebenso die auf Protein-
Neusynthese basierte NOXA-Induktion.
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Abbildung 30: CHX blockiert effizient die NOXA-Expression. SW982/WT-Zellen wurden
mit 5 nM Pl (BTZ, CFZ, IXZ; 10 uM Q-VD-OPh) = 15 uM ABT-199 und + 10 pM CHX fur 8 h
inkubiert und die Proben mittels Western Blot analysiert. A und B) Die durch ABT-199&PI-
induzierte NOXA-Expression wurde durch CHX-Zugabe effizient blockiert. Dargestellt ist ein
reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei unabhangigen Western Blot Analysen, [3-
AKTIN diente als Ladekontrolle.
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Weiterhin wurde die NOXA-Induktion durch ABT-199 auf transkriptioneller Ebene untersucht.
SW982/WT-Zellen wurden in An- oder Abwesenheit von ACM-D mit ABT-199 allein und/oder
in Kombination mit BTZ inkubiert und anschlieBend die Protein-Expression mit Hilfe von
gRT-PCR
Uberraschenderweise induzierte ABT-199 die mRNA-Expression von PMAIP1 um das

Western Blot als auch die mRNA-Expression mittels analysiert.

10-fache, die wiederum bei Kombination mit BTZ erneut verstérkt wurde (25-fach) (Abbildung
31). Induktion von PMAIP1/NOXA durch

ABT-199 £ BTZ in Anwesenheit von ACM-D komplett blockiert. Es kann geschlussfolgert
werden, dass ABT-199 die Transkription von PMAIP1 vermittelt.

Interessanterweise wurde die festgestellte
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Abbildung 31: ABT-199 vermittelt die transkriptionelle Induktion von PMAIP1. Fir die
gRT-PCR und Western Blot Analyse wurden SW982/WT mit 15 uM ABT-199 und/oder
5nM BTZ (+10 uM Q-VD-OPh) fiir 8 h inkubiert und anschliel3end die mMRNA-Expression von
PMAIP1 und die Protein-Expression von NOXA in An- und Abwesenheit von 1 uM ACM-D
bestimmt. Die Anwesenheit von ACM-D inhibierte signifikant die durch ABT-199 + BTZ-
vermittelte PMAIP1/NOXA-Expression. Gezeigt ist der Mittelwert + SD; n=3, 3-AKTIN diente
als Ladekontrolle.

Der Einfluss von ABT-199 auf die transkriptionelle Regulation von NOXA wurde weiterhin mit
Hilfe transgener NOXA-Expression untersucht. SW982/WT-Zellen wurden mit einem
konstitutiv aktivem NOXA-Plasmid (pPMAIP1) transfiziert und 24 h spéter fiir 8 h mit ABT-199
inkubiert. Die Analyse mittels Western Blot (Abbildung 32) bestatigte die hier erstmals

beschriebene transkriptionelle Induktion von PMAIP1 bzw. endogenem NOXA durch ABT-199;
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die Expression des transgenen NOXA blieb nach Inkubation mit ABT-199 unveréndert.
Hierdurch wird wiederum bestatigt, dass die erhdhte NOXA-Expression nicht durch post-
transkriptionelle oder post-translationale Mechanismen hervorgerufen wird.

SW982/WT

-+ - - 4+ + - -+ + pPMAIPT
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10 — g — . | NOXA
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Abbildung 32: ABT-199 verandert die transgene Expression von NOXA nicht. Fir die
Untersuchung des Einflusses von ABT-199 auf die transkriptionelle Regulation von NOXA
wurden SW982/WT-Zellen mit 2 ug des TET-induzierbaren Plasmids pHV Ad2 TRE-Puro
myc Noxa und 0,5 pug des pTET-OFF-Plasmids mittels des Transfektionsreagenzes PEI im
Verhéltnis 1:6 (DNA:PEI) co-transfiziert. Nach 24 h wurden die Zellen mit 15 pM ABT-199
(+10 uM Q-VD-OPNh) flir 8 h inkubiert und anschlieBend die NOXA-Expression mittels Western
Blot untersucht. Es liel3 sich eine transkriptionelle Induktion von PMAIP1 bzw. endogenem
NOXA durch ABT-199 feststellen, wahrend die transgene Expression von NOXA unverandert
blieb. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von mindestens zwei unabhangigen Western
Blot Analysen, B-AKTIN diente als Ladekontrolle.

6.9 Potentielle Mechanismen der PMAIP1/NOXA-Induktion

Die Entdeckung, dass ABT-199 die Expression von NOXA durch einen Transkriptions- und
Translations-abhangigen Mechanismus, unabhangig von TP53, stark induziert, wirft die Frage
nach dem zugrundeliegenden Mechanismus der PMAIP1/NOXA-Induktion auf. Bajpai et al.
und weitere Arbeitsgruppen beschreiben die durch ABT-199 hervorgerufene Dysregulation
des Mitochondriums (Bajpai et al. 2020; Roca-Portoles et al. 2020; Sharon et al. 2019). Eine
Dysregulation des Mitochondriums geht haufig mit gesteigerter ROS-Produktion einher. In
Publikationen der Arbeitsgruppe wurde bereits 2019 beschrieben, dass eine Dysregulation des
Mitochondriums zu gesteigerter ROS-Produktion fuihrt (Kleih et al. 2019). Um zu analysieren,
ob die ROS-Produktion der Grund fir die PMAIP1/NOXA-Induktion ist, wurden SW982/\WT-
Zellen fur 2 h mit den Radikalfangern GSH oder NAC inkubiert, fir weitere 24 h in Anwesenheit
von ABT-199&BTZ kultiviert und anschlieBend der Zelltod durchflusszytometrisch analysiert.

Weder NAC noch GSH reduzierten den ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod (Abbildung 33); in
allen Ansatzen waren weiterhin ~98% Annexin V-APC* Zellen. Hieraus wird geschlussfolgert,
dass ROS in diesem Setup keine Rolle bei der Zelltod-Induktion spielt und ABT-199&BTZ
keine ROS-abhangige Apoptose einleitet.
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Abbildung 33: ABT-199&BTZ vermitteln keine ROS-abhangige Apoptose. SW982/WT-
Zellen wurden mit 2 mM GSH oder 2 mM NAC fir 2 h vor-inkubiert und in Gegenwart von
15 uM ABT-199 und 5 nM BTZ fir 24 h inkubiert und durchflusszytometrisch der Anteil an
Annexin V-APC* Zellen bestimmt. Weder GSH noch NAC reduzierten den durch
ABT-199&BTZ induzierten Zelltod. Gezeigt ist der Mittelwert + SD; n=3.

Roca-Portoles et al. beschreiben, dass ABT-199 mitochondriales metabolisches
Reprogramming induziert und zu reduktiver Carboxylierung fuihrt (Roca-Portoles et al. 2020).
ABT-199 reduziert hierbei die Aktivitat der Komplexe | und Il der mitochondrialen
Atmungskette. Die resultierende reduktive Carboxylierung wird durch ein ansteigendes
Verhéltnis von a-KG zu Citrat definiert. Um eine mdogliche reduktive Carboxylierung nach
ABT-199 Inkubation im betrachteten Modellsystem zu untersuchen, wurden die relativen
Mengen der Metabolite a-KG und Citrat in der analytischen Abteilung Massenspektrometrisch
bestimmt. Hierzu wurden SW982/WT 24 h mit ABT-199 £ BTZ inkubiert und in den

gewonnenen Zellextrakten mittels GC-MS die Metabolit-Level von a- KG und Citrat ermittelt
(Maier et al. 2008).

Die GC-MS-Analyse bestitigte ein signifikant hoheres Verhéltnis von a-KG:Citrat nach
Inkubation mit ABT-199 und verstarkt nach ABT-199&BTZ und belegt so das mitochondriale
metabolische Reprogramming (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Das signifikant ansteigende Verhéltnis von a-KG:Citrat bestatigt die
Induktion des mitochondrialen metabolischen Reprogrammings. Fir die Analyse der
relativen Metabolit-Level an a-KG und Citrat wurden SW982/WT fur 24 h mit 15 uM ABT-199
und/oder 5 nM BTZ (+10 puM Q-VD-OPh) inkubiert und die Zellen anschlieend geerntet. Die
Metabolit-Level von a-KG und Citrat wurden mittels GC-MS bestimmt. ABT-199 allein und in
Kombination mit BTZ fuhrte zu signifikant ansteigendem Verhéltnis an a-KG:Citrat (reduktive
Carboxylierung) und bestétigte somit die Induktion des mitochondrialen metabolischen
Reprogrammings. Gezeigt ist der Mittelwert + SD; n=3.

Weiterhin beschreiben Bajpai et al., dass die Inhibition der Atmungskette und die damit
einhergehende reduzierte Aktivitdten der Atmungsketten-Komplexe | und 1l Uber die
Aktivierung des ISR-Signalwegs die Expression des Transkriptionsfaktors ATF4 induziert
(Bajpai et al. 2020). ATF4 kann ebenso wie ATF3 an den Promotor von PMAIP1 binden und
die Expression von PMAIP1/NOXA verstarken (Sharma et al. 2018). Um eine mogliche
Aktivierung der ISR durch ABT-199 zu analysieren, wurden SW982/WT-Zellen fir 8 h mit
ABT-199 allein und/oder in Kombination mit BTZ inkubiert und die ATF3 und ATF4 mRNA-

und Protein-Expression mittels gRT-PCR und Western Blot untersucht.

Die Proteasom-Inhibition zeigte keinen Einfluss auf die mRNA- oder Protein-Expression von
ATF3 und ATF4, wohingegen ABT-199 die Transkription von ATF3 um das 6-fache erhghte
und in Kombination mit BTZ wurde die Transkription von ATF3 um das 17-fache gesteigert
(Abbildung 35 A). Die gesteigerte Proteinexpression von ATF3 Korrelierte mit der
angestiegenen Transkript-Menge an ATF3. In Ubereinstimmung mit einer post-
transkriptionellen Regulation von ATF4 war eine schwache mRNA-ATF4-Induktion nach
Inkubation mit ABT-199 um das 2,2-fache zu sehen, die in Kombination mit BTZ signifikant auf

das 3,4-fache anstieg (Abbildung 35 B). Die post-transkriptionelle Regulation von ATF4 konnte
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durch gesteigerte Expression von ATF4 auf Protein-Ebene nach Inkubation mit ABT-199 und
verstarkt in Kombination mit BTZ nachgewiesen werden. ABT-199 allein steigerte die
Transkription von PMAIP1 um das 3-fache, wahrend in Kombination mit BTZ die mRNA-
Expression von PMAIP1 auf das 4,4-fache erhoht wurde (Abbildung 35 C). Die Protein-
Expression von NOXA korrelierte hier ebenso mit der gesteigerten mRNA-Expression von
PMAIP1. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die gesteigerte mRNA- und Protein-
Expression von ATF3 und ATF4 als bekannte Stress-Marker eine erhdhte PMAIP1/NOXA-
Expression mittels Aktivierung der integrierten Stress-Antwort (ISR) vermitteln. ABT-199
induziert also die Expression der Transkriptionsfaktoren ATF3 und ATF4, die wiederum
PMAIP1/NOXA transaktivieren und schlussendlich verstarkt NOXA die ABT-199&BTZ-

induzierte Apoptose.
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Abbildung 35: Die Induktion von ATF3 und ATF4 durch ABT-199 erhdht parallel die
PMAIP1/NOXA-Expression mittels Aktivierung der integrierten Stress-Antwort (ISR).
SW982/WT-Zellen wurden fir 8h mit 15uM ABT-199 und/oder 5nMBTZ
(+10 uM Q-VD-OPh) inkubiert und anschlie3end die Proben fir die Western Blot Analyse und
fur die Bestimmung der mRNA-Expression mittels qRT-PCR gesplittet. A-C) ABT-199 allein
und verstarkt in Kombination mit BTZ induzierte sowohl die Transkription und
Proteinexpression von ATF3 und ATF4, als auch von PMAIP1/NOXA. Gezeigt ist der
Mittelwert £ SD; n=3 mit einem reprasentativen Ergebnis von mindestens zwei unabhangigen
Western Blot Analysen, B-AKTIN diente als Ladekontrolle.

6.10 ABT-199 induziert die Integrierte Stress-Antwort (ISR)
Bisher wurde ABT-199 als Induktor der ISR identifiziert, im Folgenden wurde die Rolle der ISR

bei der Expression von NOXA und die Zelltod-Induktion analysiert. Der spezifische ISR-
Inhibitor ISRIB konnte weder die Transkription und Translation von ATF3, ATF4 und
PMAIP1/NOXA, noch den durch ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod abschwéchen. Daher wird
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von einer begrenzten Wirksamkeit ausgegangen (Anhang Abbildung 43 A-C). ISRIB kann die
in diesem Setup durch ABT-199&BTZ-induzierte ISR nicht abschwachen.

Um den kausalen Zusammenhang zwischen der durch die ISR-vermittelte ATF3&ATF4-
Induktion und der PMAIP1/NOXA-Induktion herzustellen, wurde ein Doppel-Knock-Down der
zwei induzierten Transkriptionsfaktoren ATF3 und ATF4 durchgefihrt. Hierfir wurden
SWO82/WT mit siATF3 und siATF4 gleichzeitig transfiziert und nach 24 h mit ABT-199 + BTZ
fur 8 h inkubiert. Der Einfluss eines Knock-Downs von ATF3&ATF4 auf die PMAIP1/NOXA-
Induktion wurde anschliel3end mittels gRT-PCR und Western Blot Analyse ausgewertet. Die
Abbildung 36 A und 36 B verifizieren den simultanen Knock-Down von ATF3&ATF4 sowohl
auf transkriptioneller als auch auf post-translationaler Ebene. Der Knock-Down von
ATF3&ATF4 beeinflusste die durch ABT-199-vermittelte PMAIP1-Induktion mit einer
Reduktion von 1,8-fach auf 0,9-fach nicht signifikant (Abbildung 36 C). Der simultane Knock-
Down von ATF3&ATF4 konnte jedoch die durch ABT-199&BTZ-vermittelte Induktion von
PMAIP1 signifikant von 3,8-fach auf das 2-fache senken. Die Western Blots stehen im Einklang
mit den qRT-PCR-Analysen und zeigen eine deutlich geringere Expression an NOXA nach
Knock-Down von ATF3&ATF4. Des Weiteren ist zu erwarten, dass der Knock-Down von
ATF3&ATF4 aufgrund verminderter Induktion von NOXA in verminderter Zelltod-Induktion
resultiert. Um dies zu analysieren, wurden SW982/WT-Zellen mit siATF3 und siATF4 co-
transfiziert und am nachsten Tag in Gegenwart von CellTOX Green mit ABT-199&BTZ
kultiviert. Die Zellen wurden Uber 15 h im Cytation 1 Fluoreszenzmikroskopisch beobachtet
und die CellTOX Green positiven Zellen ausgezahlt. Abbildung 36 D zeigt, dass nach Knock-
Down von ATF3&ATF4 signifikant weniger CellTOX Green* Zellen nach ABT-199&BTZ-
Inkubation im Vergleich zur siCTRL Uber einen Zeitraum von 15 h gezahlt wurden. Also sind
die Transkriptionsfaktoren ATF3 und ATF4 sowohl fur die PMAIP1/NOXA-Induktion als auch
fur die ABT-199&BTZ-induzierte Apoptose relevant, da der Knock-Down beider
Transkriptionsfaktoren nicht die PMAIP1/NOXA-Expression reduziert, sondern der Zelltod

signifikant vermindert ist.
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Abbildung 36: Der Knock-Down von ATF&ATF4 reduziert sowohl die PMAIP1/NOXA-
Induktion als auch den ABT-199&BTZ-vermittelten Zelldtod. A-C) SW982/WT-Zellen
wurden mit 50nM SIATF3 und siATF4 transfiziert, nach 24h fiur 8h mit
15 uM ABT-199 + 5 nM BTZ inkubiert und die Proben fir die gRT-PCR-Analyse und fir den
Western Blot gesplittet. A und B) Der simultane Knock-Down von ATF3 und ATF4 fihrte
sowohl auf transkriptioneller als auch auf translationaler Ebene zu signifikant reduzierter
ATF3&ATF4-Expression. C) Bei Knock-Down von ATF3&ATF4 war eine Reduktion der
PMAIP1-Expression nur fur ABT-199&BTZ feststellbar. Die Induktion der NOXA-Expression
konnte durch ATF3&ATF4-Knock-Down deutlich gesenkt werden. D) Um den Einfluss von
ATF3&ATF4 bei der Zelltod-Induktion zu untersuchen, wurden SW982/WT-Zellen mit
50 nM siATF3 und 50 nM siATF4 oder 50 nM siCTRL transfiziert und nach 24 h die Zellen mit
15 pM ABT-199 und 5 nM BTZ kultiviert und mittels des Cytation 1 Fluoreszenzmikroskopisch
CellTOX Green* Zellen tber 15 h gezahlt. Der ATF3&ATF4-Knock-Down resultierte dabei in
signifikant geringerer Zelltod-Induktion im Vergleich zur Kontrolle. Gezeigt ist der
Mittelwert £ SD; n=5 (A-C) bzw. n=3 (D) mit einem représentativen Ergebnis von mindestens
zwei unabhangigen Western Blot Analysen, 3-AKTIN diente als Ladekontrolle.

96



Ergebnisse

6.11 Mitochondrialer Import
ABT-199 allein und verstarkt in Kombination mit BTZ fuhrt in SW982/\WT-Zellen zu

mitochondrialem metabolischen Reprogramming (Kapitel 6.9) und reduktiver Carboxylierung,
wie es bereits von Roca-Portoles fur ABT-199 allein herausgefunden wurde (Roca-Portoles et
al. 2020). Des Weiteren kann ein Ungleichgewicht der mitochondrialen Atmungskette durch
Reduktion der Aktivitaten der Atmungsketten-Komplexe | und Il zur ISR filhren (Bajpai et al.
2020). Auch eine in der Literatur beschriebene Induktion der ISR durch ABT-199&BTZ-
vermittelte induzierte ISR konnte nachgewiesen werden (Kapitel 6.10). Ein beeintrachtigter
mitochondrialer Import von UE der Komplexe | und Il fuhrt zu einer Dysfunktion der

mitochondrialen Atmungskette.

Um zu untersuchen, ob ABT-199 den mitochondrialen Import beeinflusst, wurden einerseits
die Proteinexpressionen von nuklear kodierten und ins Mitochondrium importierten Proteinen
wie die Mangan-abhéngige Superoxiddismutase (MnSOD) und die Untereinheit A der
Succinat-Dehydrogenase (SDHA) des Kompex Il analysiert. Zum Vergleich wurde die
mitochondrial kodierte Cytochrom C Oxidase | (MT-CO1/COX1) detektiert (Herrmann et al.
2012) und das in Anwesenheit von ABT-199 veranderte MCL-1-Bandenmuster untersucht.

Die Arbeitsgruppe von Perciavalle et al. publizierte 2012, dass MCL-1 durch seine zwei
Spaltungsstellen in drei MCL-1-Formen auftreten kann. Die Arbeitsgruppe postulierte, dass die
40 kDa und 38 kDa MCL-1-Formen in der au3eren mitochondrialen Membran lokalisiert sind,
wahrend die kleinste MCL-1-Form mit 36 kDa ausschlief3lich in der inneren mitochondrialen
Membran vorkommt und (ber das Tom20/Tom70-Translokasen-System in die innere
mitochondriale Membran transloziert wird. Dort (bt das 36 kDa groRe MCL-1-Protein nicht die
typische anti-apoptotische Funktion von MCL-1 aus, sondern reguliert die mitochondriale
Struktur, Fusion und die Bioenergetik (Perciavalle et al. 2012).

Um den mitochondrialen Import von MCL-1 und der weiteren Proteine MnSOD,
COX1/MT-CO1 und SDHA zu untersuchen, wurden H1299/WT-Zellen in An- und Abwesenheit
von ABT-199 fiir 4 h und 8 h inkubiert und nach Lyse der Zellen mittels eines Dounce
Homogenisators die Mitochondrien isoliert und tGber Zentrifugationsschritte angereichert. Die
Proteinexpression in der cytosolischen und mitochondrialen Fraktion wurde zusammen mit

dem Gesamtlysat mittels Western Blot analysiert.

Fir die nuklear kodierten Proteine MnSOD und SDHA lie3 sich nach 4 h und nach 8 h

Inkubation mit ABT-199 eine unverénderte Proteinexpression feststellen. Dabei waren die

Bandenintensitaten fir MNnSOD und SDHA in der mitochondrialen Fraktion im Vergleich zum

Gesamtlysat starker und in der cytosolischen Fraktion nicht vertreten (Abbildung 37). Auch fur

die mitochondrialen Marker TOM20 und TOM70 zeigte sich in der mitochondrialen Fraktion
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eine starkere Bandenintensitat als im Gesamtlysat, wahrend TOM20 und TOM70 in der
cytosolischen Fraktion nicht detektiert werden konnten. Im Gegensatz dazu wurde eine
schwache Bandenintensitat flir den cytosolischen Marker GAPDH in der mitochondrialen
Fraktion identifiziert, der jedoch in der cytosolischen Fraktion und im Gesamtlysat deutlich
detektierbar war (Abbildung 37).

Das mitochondrial kodierte COX1/MT-CO1 wies nach 4 h eine starkere Bandenintensitat im
Gesamtlysat als in der mitochondrialen Fraktion auf, wobei es in der cytosolischen Fraktion
nicht nachgewiesen wurde (Abbildung 37). Ein Unterschied der Proteinexpression nach
ABT-199-Inkubation lie? sich nicht feststellen. Nach 8 h war eine Verdnderung der
Bandenintensitdt von COX1/MT-COL1 zu beobachten, bei der die starke Bandenintensitét im
Gesamtlysat mit der Proteinexpression in der mitochondrialen Fraktion zu vergleichen war
(Abbildung 37).

Fir die MCL-1-Formen war nach 4 h und nach 8 h Inkubation mit ABT-199 eine veranderte
Bandenintensitat in der mitochondrialen Fraktion sichtbar. Sowohl nach 4 h als auch nach 8 h
war die MCL-1s-Bande in Abwesenheit von ABT-199 in der mitochondrialen Fraktion
vorhanden, wohingegen in Anwesenheit von ABT-199 die MCL-1s-Bande nach 4 h bereits
schwéacher und nach 8 h nicht mehr zu detektieren war (Abbildung 37). Im Gegenzug konnte
eine Zunahme der Bandenintensitat der MCL-1,.-Form in Anwesenheit von ABT-199 in der
mitochondrialen Fraktion beobachtet werden.

Die MCL-1-Bandenmuster wurden in den mitochondrialen Fraktionen densitometrisch
ausgewertet und die Werte fir MCL-1 auf die mitochondriale Ladekontrolle TOM20 normiert
(Abbildung 38). Die densitometrische Auswertung bestétigte die im Western Blot erkannte
Veranderung: MCL-1, zeigte ein signifikant erhdhtes relatives MCL-1,-Level in Anwesenheit
von ABT-199 nach 4 h mit einer Steigerung auf das 1,6-fache, wahrend nach 8 h das relative
MCL-1,-Level auf das 1,9-fache in der mitochondrialen Fraktion anstieg. Nach 4 h liel3 sich
eine signifikante Reduktion des relativen MCL-1s-Levels in Anwesenheit von ABT-199 von 2
auf 0,5 und nach 8 h von 1,5 auf 0,2 feststellen (Abbildung 38). Dies lasst den Schluss zu,
dass ABT-199 den Import von MCL-1s mit mitochondrialer N-terminaler Signalsequenz

signifikant reduziert.
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Abbildung 37: ABT-199 fuhrt zu einer Reduktion der MCL-1s.Form in der
mitochondrialen Fraktion. H1299/WT-Zellen wurden mit 15 uM ABT-199
(+10 pM Q-VD-OPh) fur 4h und 8h inkubiert und Gesamtzelllysate, Mitochondrien-
angereicherte und cytosolische Fraktionen mittels Western Blot analysiert. Sowohl nach 4 h
als auch nach 8 h war eine Reduktion der MCL-1s-Bandenintensitat in Anwesenheit von
ABT-199 sichtbar. GAPDH diente als cytosolischer Marker; TOM20 und TOM70 als
mitochondriale Marker. Dargestellt sind drei Western Blot Replikate von drei unabhéngigen
Experimenten, die zur densitometrischen Auswertung herangezogen wurden.
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Abbildung 38: Erhdhtes relatives MCL-1.-Level und signifikante Reduktion von MCL-1s
in der mitochondrialen Fraktion in Anwesenheit von ABT-199. H1299/WT-Zellen wurden
mit 15 uM ABT-199 (+10 pM Q-VD-OPh) fur 4 h und 8 h inkubiert und Gesamtzelllysate,
Mitochondrien-angereicherte und cytosolische Fraktionen mittels Western Blot analysiert. Die
Detektion der zwei MCL-1-Formen in der mitochondrialen Fraktion wurde densitometrisch mit
Hilfe der ImageJ-Software ausgewertet und auf das mitochondriale Markerpotein TOM20
normiert. Dargestellt ist der Mittelwert + SD des relativen MCL-1-Levels nach 4 h und 8 h; n=3.

6.12 Expression von BCL-2-Proteinen als pradiktive Marker des

ABT-199&PI-vermittelten Zelltods

Die hier gezeigten Daten legen die synergistische Zelltod-Induktion durch ABT-199&PI in
verschiedensten Tumor-Zelllinien nahe. Die TP53-unabhangige, transkriptionelle Induktion
von NOXA ist eine zusatzliche Wirkung von ABT-199, separat zur spezifischen BCL-2-
Inhibition. Diese Wirkung ist auch bei erworbener, intrinsischer BH3-Mimetika-Resistenz
relevant, zum Beispiel durch Uberexpression von MCL-1 in MM (Wuilléme-Toumi et al. 2005)
oder bei Neurotoxizitat (Kumar et al. 2020). Der spezifische BCL-2-Inhibitor ABT-199 vermittelt
in Kombination mit Proteasom-Inhibition mit den klinisch relevanten Pls BTZ, CFZ und IXZ in
dieser Arbeit bei Sarkomzellen eine synergistische Zelltod-Induktion. Der hier aufgedeckte,
synergistische Mechanismus beschreibt eine wichtige Rolle von NOXA in der durch
ABT-199&PI-vermittelten Zelltod-Induktion. Um den Einfluss der unterschiedlich exprimierten
BCL-2-Proteine auf die ABT-199&PI-vermittelte Zelltod-Induktion zu untersuchen, wurden die
basalen Expressionslevel der anti-apoptotischen BCL-2-Proteine in 12 Krebs-Zelllinien
(Tabelle 16 und Abbildung 44) mit der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion mittels
Spearman-Korrelation verglichen. Die basale Expression von BCL-2 korrelierte nur schwach
mit der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion, was in Anbetracht der vorherigen
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Ergebnisse eines Off-Target-Effekts von ABT-199 zu erwarten war (Abbildung 39 A). Da
NOXA eine wichtige Rolle in der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion spielt, wurde die
basale Expression des NOXA-Antagonisten MCL-1 untersucht. Auch hier ergab die
Korrelationsanalyse keinen Zusammenhang zwischen basaler MCL-1-Expression und
Apoptose-Induktion in den Zelllinien (Abbildung 39 B). Uberraschenderweise korrelierte die
Expression von BCL-xL negativ mit der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion. Eine
niedrige basale BCL-xL-Expression ist mit erhohter ABT-199&BTZ-vermittelter Apoptose-
Induktion assoziiert (Abbildung 39 C). Fur die basale NOXA-Expression war nur eine
schwache Korrelation mit erhdhter Zelltod-Induktion feststellbar, die vergleichbar mit dem
Verhalten der basalen BCL-2-Expression war (Abbildung 39 D). Die ABT-199&BTZ-induzierte
NOXA-Expression korrelierte deutlich mit der Apoptose-Induktion (Abbildung 39 E). Eine
erhdhte induzierte NOXA-Expression filhrte zu héherem ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod.
Dies bestéatigt den Befund, dass der NOXA-Induktion eine wichtige Rolle in der ABT-199&BTZ-
induzierten Apoptose zukommt. Dabei zeigte sich, dass eine hdhere basale NOXA-Expression
mit einer starkeren induzierten NOXA-Expression einherging (Abbildung 39 F).
Interessanterweise zeigte sich eine schwache Korrelation zwischen der basalen BCL-xL- und
basalen NOXA-Expression. Eine hdhere basale BCL-xL-Expression war mit niedrigerer
basaler NOXA-Expression assoziiert (Abbildung 39 G). Zusammenfassend kann gesagt
werden, dass BCL-xL als unabhangiger pradiktiver Marker identifiziert wurde und die basale
Expression von BCL-XL bei einer synergistisch wirkenden Kombination von BCL-2-Inhibitoren
mit PIs in unterschiedlichen Tumor-Entitaten relevant ist. Auch die hier entdeckte Korrelation
zwischen der induzierten NOXA-Expression und der ABT-199&BTZ-induzierten Apoptose
bestétigt die wichtige Rolle der NOXA-Induktion in diesem Kontext.

Tabelle 16: Verwendete Zelllinien fir die Bestimmung der basalen Expressionslevel
verschiedener BCL-2-Proteine

Zelllinien Ursprung Proteine
SW982/WT, RD, SK-LMS Sarkome BCL-2, MCL-1, BCL-xL, NOXA
H1299/WT, H1299/TP53,

AB49 Bronchialkarzinome BCL-2, MCL-1, BCL-xL, NOXA
NTERA Embryonales Hodenkarzinom | BCL-2, MCL-1, BCL-xL, NOXA
OV3, OV4, OV8 Ovarialkarzinom BCL-2, MCL-1, BCL-xL, NOXA
MCF-7.3.28 Mamma-Karzinom BCL-2, MCL-1, BCL-xL, NOXA
HCT116/WT Kolorektales Karzinom BCL-2, MCL-1, BCL-XL, NOXA
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Abbildung 39: Die basale BCL-xL-Expression korreliert mit der ABT-199&BTZ-
vermittelten Zelltod-Induktion. A-G) Die Expression der Proteine BCL-2, MCL-1, BCL-xL
und NOXA wurde mittels Western Blot detektiert und densitometrisch mit Hilfe der ImageJ-
Software ausgewertet. Die Expressionen der entsprechenden Proteine wurden auf die
Ladekontrolle B-AKTIN normiert und Uber Korrelationsanalysen der Zusammenhang der
basalen Protein-Expression in Bezug auf den ABT-199&BTZ-induzierten Zelltod ermittelt. Die
induzierte NOXA-Expression wurde nach 8 h Inkubation mit 15 uM ABT-199 densitometrisch
im Western Blot bestimmt. Dargestellt sind die Streudiagramme aus zwei unabhangigen
Experimenten mit Berechnung der Korrelationen unter Verwendung des Spearman
Rangkorrelationskoeffizienten.
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7. Diskussion

Bei der Entstehung maligner Neoplasien wird das Gleichgewicht in gesunden Geweben
zwischen Zellproliferation mittels mitotischer Zellteilung und dem Zellsterben Uber den
programmierten Zelltod gestort. Gesunde Zellen transformieren dabei zu ,Krebszellen® mit
veranderten Zellproliferations- und Zelltodeigenschaften. Hanahan und Weinberg haben die
Eigenschaften von Tumoren in grundlegende und aufkommende Merkmale eingeteilt
(Hanahan und Weinberg 2011). Eines dieser Merkmale ist die verminderte Apoptose-
Empfindlichkeit, die mitunter durch den Verlust des Tumorsuppressors TP53 oder durch
Strategien wie einer Uberexpression anti-apoptotischer Regulatoren bewerkstelligt wird.

Ein Beispiel hierfir ist die Uberexpression anti-apoptotischer BCL-2-Proteine, die bei
Krebszellen die Toleranz gegeniber Apoptose-induzierender Substanzen erhoht. Nicht nur
hamatopoetische Erkrankungen weisen eine BCL-2- oder MCL-1 Uberexpression auf, auch
die schwer therapierbaren Sarkome zeigen haufig eine gesteigerte BCL-2-Expression
(DiNardo et al. 2019; Gores und Kaufmann 2012; Kaufmann et al. 1998; Roberts und Huang
2017). Vor allem in Synovial-Sarkomen fuhrt die chromosomale Translokation t(X;18) im
BCL-2-Gen durch die Entstehung des chiméaren Fusionsproteins SYT-SSX zu einer BCL-2-
Uberexpression, aber auch weitere mit SYT-SSX einhergehende Veranderungen, wie die
Herunterregulation der Transkription und damit der Expression bestimmter Zielgene sind
bekannt (Hirakawa et al. 1996; Kawai et al. 1998). Auch das anti-apoptotisch wirkende Protein
MCL--1 spielt in Sarkomen fur das Ansprechen auf Krebstherapien eine wichtige Rolle. Die
Arbeitsgruppe von Thallinger et al. beobachtete in verschiedenen humanen Sarkom-Zelllinien
und in Sarkom-Xenotransplantierten Mausen einen Einfluss von MCL-1, das zur
Chemoresistenz beitragt (Thallinger et al. 2004). Thallinger et al. postulierte, dass die
Herunterregulation von MCL-1 mittels antisense-Oligonukleotiden sowohl in vitro als auch
in vivo potentiell die Chemosensitivitdt der humanen Sarkome erhoht. Inzwischen laufen
mehrere Studien fir MCL-1-spezifische BH3-Mimetika, unter anderem A-1210477 (Leverson
et al. 2015), S63845 (Kotschy et al. 2016) oder AMG-397 (Caenepeel et al. 2020), die nicht
nur in hamatopoetischen Erkrankungen therapeutisches Potential aufweisen, sondern die
auch als effektives Krebstherapeutikum in soliden Tumoren eingesetzt werden. Fir den
MCL-1-Inhibitor S63845 wurde erst kirzlich ein Synergismus mit ABT-199 in

Synovialsarkomen beschrieben (Fairchild et al. 2020).

7.1Neue Therapieansatze in der Krebsforschung durch die

Entwicklung niedermolekularer BCL-2-Inhibitoren/BH3-Mimetika

Um spezifisch anti-apoptotische Proteine blockieren zu kénnen, wurde eine neuartige Klasse
niedermolekularer BCL-2-Inhibitoren/BH3-Mimetika entwickelt (Roberts und Huang 2017
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Taylor et al. 2011). Bei Einsatz der BH3-Mimetika ABT-737 und dem Analogon ABT-263, die
hohe Affinitaten zu BCL-2, BCL-xL und BCL-w aufweisen, kam es jedoch zu Problemen mit
starken Nebenwirkungen wie zum Beispiel einer Thrombozytopenie (Vogler et al. 2011).
Daraufhin ist der spezifische BLC-2-Inhibitor ABT-199 entstanden, der sich in
hamatopoetischen Erkrankungen wie AML oder CLL als wirksam erwies (Roberts et al. 2016).
Klinische Phase Il Studien belegen hierbei die Effizienz von ABT-199 in AML (Konopleva et al.
2016) oder in Patienten mit wiederkehrender CLL oder del(1zp) CLL (Stilgenbauer et al. 2016;
Stilgenbauer et al. 2018).

Im Allgemeinen fihren Monotherapien h&ufig zu Resistenzentwicklung, da Zellen
problemloser einer Verédnderung in einem Signalweg entgegensteuern kdnnen. Auch fur
ABT-199 sind erworbene Resistenzen bekannt, bei denen es nicht selten zur Hochregulation
der zwei anti-apoptotischen Proteine MCL-1 und BCL-xL kommt. In Xenograft-Modellen mit
follikularem Lymphom zeigten isolierte Zellen des Tumors bei erneuter ABT-199-Inkubation
eine ansteigende Tendenz zur Resistenz, die von erhdhter MCL-1- und BCL-xL-Expression
und reduzierter BIM-Expression begleitet wurde (Bodo et al. 2016). Die Daten der Choudhary-
Gruppe bestatigen eine Veranderung der Proteinexpression in generierten ABT-199-
resistenten Non-Hodgkin-Lymphom-Zelllinien, bei der die erworbene ABT-199-Resistenz in
erhdhter MCL-1- und BCL-xL-Expression resultierte (Choudhary et al. 2015). Folglich stellen
Medikamenten-Kombinationen aus ABT-199 mit einem spezifischen MCL--1-Inhibitor eine
attraktive Alternative dar, wie laufende Studien fir ABT-199 und A-1210477 (Leverson et al.
2015) oder ABT-199 und S63845 (Kotschy et al. 2016) bestatigen.

7.2 Proteasom-Blockierung als Alternative zur MCL-1-Inhibition

Eine bereits etablierte Therapie-Alternative zur direkten MCL-1-Inhibition stellt die Hemmung
des Proteasoms dar, bei der durch Blockierung der Proteindegradierung zellularer Stress
ausgelost wird, der haufig in Apoptose-Induktion resultiert. Der Pl BTZ steht als klinisch
anerkanntes Medikament bei der Krebstherapie mit eindeutigem therapeutischem Potential
zur Verfugung und wird beim MM und im Speziellen auch beim MCL angewandt (Manasanch
und Orlowski 2017; Richardson et al. 2003). Eine klinische Phase Il Studie aus dem Jahr 2015
konnte bei einer BTZ-basierten Therapie bei MCL-diagnostizierten Patienten eine
Verbesserung des Progressions-freien Uberlebens von 59% im Vergleich zur Kontrollgruppe
erzielen (Robak et al. 2015). Eine Vielzahl weiterer Studien belegen die zytostatische Wirkung
von BTZ in verschiedenen Tumor-Entitaten (Adams et al. 1999), allerdings zeigte eine BTZ-
Monotherapie oder Kombinationstherapie mit Vorinostat kein vielversprechendes Therapie-
Ansprechen bei fortgeschrittenen Sarkomen (Attia et al. 2011; Maki et al. 2005). Es wurde
jedoch berichtet, dass die Kombination aus ABT-199 und BTZ mit Dexamethason

vielversprechende Effizienz in klinischen Studien der Phase 1b und Il in Patienten mit
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rezidiviertem/refraktarem MM zeigte (Kumar et al. 2020; Moreau et al. 2017). Die BELLINI-
Studie ist die erste Phase-llI-Studie zur Wirksamkeit und Sicherheit von ABT-199, bei dem
ABT-199 in Kombination mit BTZ und Dexamethason Patienten mit rezidiviertem/refraktarem
MM verabreicht wurde. Dabei zeigte sich eine verbesserte Ansprechrate und Progressions-
freies Uberleben der Patienten im Vergleich zur Placebo-Gruppe. Allerdings zeichnete sich ein
hoheres Gesamtiberleben in der Placebo-Gruppe ab, was auf ein ungiinstiges Nutzen-Risiko-
Verhdltnis bei unspezifisch ausgewahlten Patienten mit MM schlie3en lasst. Jedoch zeigen
Subgruppenanalysen, dass Patienten mit rezidiviertem/refraktarem MM mit Translokation
t(11;14) oder hoher BCL-2-Expression eine Verbesserung des Ansprechens und
Progressions-freien Uberlebens ohne erhohte Sterblichkeit aufweisen. Aufgrund der fehlenden
Vorauswahl spezifischer Patienten anhand von Biomarkern wie der BCL-2-Expression hat
ABT-199 trotzdem das Potential als effektives Therapeutikum bei ausgewéhlten Patienten mit
MM bewiesen (Kumar et al. 2020; Moreau et al. 2017).

7.3ABT-199&BTZ-vermittelte Zelltod-Induktion mit Erfordernis von
BAX und NOXA

Die kurzlich erschienene Publikation mit Kombination aus ABT-199 und Proteasom-Inhibition
mit BTZ konnte demonstrieren, dass in STS-Zelllinien und humanen Sarkomzellen ABT-199
und BTZ synergistisch wirken und effektiv Apoptose induzieren (Muenchow et al. 2020). Durch
jeweiligen Knock-Out der drei Effektorproteine BAX, BAK und BOK wies die Arbeitsgruppe
nach, dass nur die Abwesenheit von BAX zu signifikant reduzierter ABT-199&BTZ-vermittelter
Apoptose-Induktion fiihrt. Des Weiteren wurde die in der Literatur beschriebene Pl-induzierte
Akkumulation des proteasomalen Proteins NOXA nach Inkubation mit BTZ und vor allem nach
Inkubation mit ABT-199&BTZ beobachtet, welches flr die Neutralisierung der anti-
apoptotischen Aktivitdt von MCL-1 zustandig ist (Chen et al. 2005) und folglich als MCL-1-
Inhibitior fungieren kann. In der Tat wurde in der Publikation von Muenchow et al. ebenso das
pro-apoptotische BH3-only Protein NOXA als wichtiges Schlisselmolekll identifiziert. Der
Knock-Down von NOXA resultierte ebenfalls in einer verminderten Zelltod-Induktion durch
ABT-199&BTZ, die allerdings weniger deutlich als beim BAX-Knock-Out war (Muenchow et al.
2020). Anders als erwartet war die NOXA-Expression bei alleiniger Inkubation mit BTZ im
Vergleich zur Kontrolle nur schwach erhéht. Uberraschenderweise zeigte die Inkubation mit
ABT-199 und ABT-199&BTZ im Vergleich zu BTZ eine wesentlich starkere NOXA-Induktion.
Bisherige Studien beschreiben eine NOXA-Induktion durch Proteasom-Inhibition mittels BTZ
in verschiedenen Zelllinien, unter anderem in MM (Gomez-Bougie et al. 2007), aber auch in
Melanomen (Qin et al. 2006) oder dem MCL (Pérez-Galan et al. 2006). Zu beachten ist, dass
die NOXA-Induktion in den erwahnten Veréffentlichungen bei hoher eingesetzter BTZ-

Konzentration erreicht wurde. Die Arbeitsgruppe von Pérez-Galan setzte BTZ in den MCL-
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Zelllinien in einem Bereich zwischen 10-50 nM ein, auch im MM wurde die doppelte
Konzentration an BTZ verwendet, wahrend in Melanomzellen erst mit 1 uM BTZ eine
verstarkte NOXA-Expression feststellbar war. In der Publikation von Muenchow et al. wurden
jedoch 5 nM BTZ eingesetzt, was eine niedrigere Konzentration darstellt. Daher ist es wenig
Uberraschend, dass eine durchaus schwéachere NOXA-Induktion nach alleiniger Inkubation mit
5nM PI BTZ erzielt wurde. Bei Steigerung der BTZ-Konzentration auf bis zu 15 nM konnte
eine Konzentrations-abh&ngige NOXA-Induktion festgestellt werden. Es ist durchaus denkbar,
dass bei hoheren Konzentrationen an Pl die NOXA-Induktion weiter ansteigt. Da jedoch bereits
5 nM PI in Kombination mit 15 pM ABT-199 fur eine synergistische Zelltod-Induktion ausreicht,
wird die geringe Pl-Konzentration verwendet, um toxische Nebenwirkungen méglichst gering
zu halten. Es stellt sich die Frage, ob eine geringere Konzentration mit 5 uM ABT-199 in

Kombination mit 15 nM BTZ diesselbe synergistische Zelltod-Induktion hervorrufen wirde.

Als Schlusselmolekiile fir die Wirkung von ABT-199&BTZ wurden in dieser Arbeit (Kapitel 6.2-
6.5) BAX und NOXA identifiziert. Der Knock-Out von BAX in SW982/WT-Zellen bewirkte eine
signifikante  Reduktion der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion, wé&hrend
interessanterweise im Gegensatz dazu der Knock-Out von BAK oder BOK keine signifikante
Reduktion der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion nach sich zog. Die Proteine BAK
und BOK scheinen keine entscheidende Rolle zu spielen. Ein Aspekt des beobachteten,
unterschiedlichen Einflusses nach Knock-Out der Effektorproteine BAX, BAK und BOK kdnnte
trotz hoher Struktur- und Sequenz-Homologie und deren teils funktioneller Redundanz auf
Unterschiede in deren Lokalisation oder verschiedenen Expressionsleveln zuriickzufihren
sein (Czabotar et al. 2014; Westphal et al. 2014). Unterschiedliche Expressionslevel an
vorhandenem BAX- oder BAK-Protein verandert die MOMP und die damit assoziierte
Apoptose. Cosentino et al. bestatigten erst kiirzlich, dass BAX und BAK wesentlich in der
GroRe der Porenkomplexe, aber auch in der Dynamik der Porenbildung starke Unterschiede
aufweisen (Cosentino et al. 2022). Sie fanden heraus, dass BAK in kiirzerer Zeit Poren-Cluster
bildet, inaktives BAK in hoherer Anzahl pro Membranflache vorhanden ist und die Dimer-
Interaktionen effektiver in BAX/BAK DKO HCT116-Zellen mit mEGFP-BAK als in Zellen mit
MEGFP-BAX nachweisbar sind. Im Vergleich dazu spielt das Expressionslevel von BAX bzw.
BAK und auch die subzellulare Verteilung von BAX und BAK keine Rolle in der Porenbildung-
und GroR3e (Cosentino et al. 2022).

Die hier prasentierten Ergebnisse zeigen keine signifikanten Verénderungen der Expression
der Effektorproteine BAX, BAK und BOK bei Knock-Out von einem der Effektorproteine BAX,
BAK oder BOK. Eventuell kann die unterschiedliche Bindungsaffinitat der Effektorproteine an
die anti-apoptotischen Proteine den Unterschied hinsichtlich der Zelltod-Induktion erklaren.

Daruber hinaus beschreibt die Literatur fir BAX eine préferentielle Bindung an BCL-2 vor. Bei
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einer Konzentration von 15 uM ABT-199 kénnen alle BCL-2-Molekiile mit ABT-199 gesattigt
und dadurch inhibiert werden. BAX bleibt ohne Bindung des anti-apoptotischen Proteins BCL-2
frei und kann Poren in der Mitochondrienmembran ausbilden, wahrend im Gegensatz dazu
BAK weiterhin vorrangig durch das anti-apoptotische Protein MCL-1 inaktiviert wird. Durch
Knock-Out von BAX fallt der Effekt der Porenbildung durch freie, aktive BAX-Molekile bei
gleichzeitiger Inhibition von BAK durch MCL-1 weg. Es ist zu erwarten, dass die BCL-2-
Inhibition einen groReren Einfluss auf freiwerdendes BAX als auf BAK oder BOK hat, was der
Grund fir die starkste Reduktion der Zelltod-Induktion durch ABT-199&BTZ bei Abwesenheit
von BAX erklart. Einen weiteren Beleg der wichtigen Rolle von BAX fir die synergistische
Zelltod-Induktion durch ABT-199&BTZ lieferten Wang und Youle, die zeigen, dass
HCT11684%%° im Vergleich zu HCT116/WT oder HCT116B4¢K° resistenter gegentiber ABT-737
sind (Wang und Youle 2012). Sie stellen die Hypothese auf, dass ABT-737 vorrangig BCL--2,
BCL-w und BCL-xL, aber nicht MCL-1 inhibiert und BAX nicht von MCL-1 gehemmt wird.
Folglich wird BAK in Abwesenheit von BAX in HCT116-Zellen weiterhin durch nicht inhibiertes
MCL-1 kontrolliert, in HCT11684%K-Zellen hingegen wird BAX durch ABT-737-Inkubation frei
und kann Apoptose einleiten. Diese Beobachtung bestétigen die hier erzielten Ergebnisse in
SW982-Zellen: SW982/BAXXC sind im Vergleich zu SW982/BAKK® oder SW982/BOKK®
resistenter gegeniiber der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion. ABT-199 inhibiert
hierbei nur spezifisch BCL-2, wodurch BCL-xL und auch MCL-1 weiterhin die pro-
apoptotischen Aktivititen von BAK und BOK in SW982/BAXKC neutralisieren und in
Anwesenheit von ABT-199&BTZ die Zelltod-Induktion reduzieren.

Zusatzlich zu dem Effektorprotein BAX wird in dieser Arbeit als weiteres Schliisselmolekdil fir
die ABT-199&BTZ-induzierte Apoptose das BH3-only Protein PMAIP1/NOXA identifiziert.
Durch Knock-Down von PMAIP1 zeigte sich eine signifikante Reduktion von ~20 — 40% der
ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion in SW982/WT-Zellen (Abbildung 17). NOXA
wurde als BH3-only Protein bereits friih mit der Apoptose-Regulation in Verbindung gebracht.
Als Apoptose-induzierendes, pro-apoptotisches Protein wird allerdings unter anderem das
apoptotische Potential von NOXA in der Literatur kontrovers diskutiert. Auf der einen Seite
stuft die Arbeitsgruppe von Chen et al. NOXA als schwachen ,Killer® ein, wahrend im
Gegensatz dazu die BH3-only Proteine BAD und PUMA eine hohe ,Killer*-Aktivitat aufweisen
(Chen et al. 2005). Fir die vorstehend genannte Aussage wurden immortalisierte 3T9 MEF-
Zellen mit Retroviren infiziert, die das BH3-only Protein mit getaggtem GFP exprimierten.
GFP*™NO*A_exprimierende Zellen zeigten eine Viabilitat von 90%, wahrend die Zell-Viabilitat von
GFP*PUMA_exprimierenden Zellen auf <20% sank. Chen et al. zogen daraus den Schluss, dass
NOXA nicht alle anti-apoptotischen Proteine neutralisiert. Bei gleicher Expression aller anti-
apoptotischen Proteine in den 3T9 MEF-Zellen behalten genligend anti-apoptotische Proteine

ihre Aktivitat bei, wodurch trotz NOXA-Uberexpression eine hohe Zellviabilitit verbleibt. Auf
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der anderen Seite stehen die kontraren Ergebnisse neuerer Publikationen, die NOXA als
starken Induktor der intrinsischen Apoptose einstufen (Jin et al. 2020; Nufiez-Vazquez et al.
2021; Oda et al. 2000; Sharma et al. 2018). Sharma et al. wiesen eine NOXA-Induktion bei
Inkubation von Cisplatin in Plattenepithelkarzinom-Zelllinien des Kopfes und Halses (HN8 und
HN12) mit einhergehender Apoptose-Induktion nach. Durch Knock-Down von PMAIP1 konnte
die Cisplatin-induzierte Apoptose in HN8- und HN12-Zellen um mehr als die Halfte reduziert
werden. Sharma et al. schlussfolgern, dass NOXA ein starker Vermittler in dem Cisplatin-
induzierten Apoptose-Signalweg ist. Auch in AML-Zelllinien (OCI-AML5, Kasumi-1 und
MV4-11) demonstrierten Jin et al. eine durch 5°-Azacitidin- bzw. ABT-199-vermittelte NOXA-
Induktion mit daraus resultierender Apoptose. Mit Hilfe der CRISPR/CAS9-Technologie
inaktivierten Jin et al. PMAIP1 in OCI-AML5-, Kasumi-1- und MV4-11-Zellen und dieser Knock-
Out von PMAIP1 fihrte bei Inkubation sowohl mit 5-Azacitidin als auch mit ABT-199 zu
signifikanter Zelltod-Reduktion. Weiterhin reduzierte die Deletion von PMAIP1 das Ausmalf
des Zelltods, das durch die kombinierte Inkubation mit 5°-Azacitidin&ABT-199 in OCI-AML5-,
Kasumi-1- und MV4-11-Zellen hervorgerufen wurde. Die Resultate bestatigen, dass NOXA in
der Kombination mit 5'-Azacitidin&ABT-199 fur die Zelltod-Induktion von AML-Zellen
unerlasslich ist (Jin et al. 2020). Auch in der Publikation von Nufiez-Vazquez et al. wurde eine
NOXA-Induktion nach Fluorizolin-Inkubation in HeLa-Zellen und einer CML-Zelllinie (HAP1)
nachgewiesen. Sowohl HelLa- als auch HAP-1-Zellen waren nach CRISPR/CAS9-KO von
PMAIP1 gegenuber einem Fluorizolin-induziertem Zelltod resistent. NOXA wurde als starker
Induktor in der Fluorizolin-vermittelten Apoptose identifziert (NUfiez-Vazquez et al. 2021). Der
Unterschied des apoptotischen Potentials von NOXA macht sich nicht nur am
Interaktionsspektrum fest, sondern auch daran, ob NOXA in den verschiedenen
Modellsystemen fir die Apoptose-Induktion ausreicht oder nicht. Die hier erzielten Ergebnisse
des PMAIP1-Knock-Downs in SW982/WT-Zellen bestédtigen, dass NOXA fiur die Zelltod-
Induktion durch ABT-199&BTZ ausreicht und in diesem Setup als Schliisselmolekil

bezeichnet werden kann.

7.3.1 ABT-199&PI-vermitttelte synergistische Zelltod-Induktion

Bei dem Vergleich der unterschiedlichen Pls BTZ, CFZ und IXZ wurde die synergistische
Wirkung von ABT-199 und BTZ in Bezug auf die Zelltod-Induktion auch fur die Pls CFZ und
IXZ bestatigt. Der Vergleich zeigte aulerdem, dass die hdchste Zelltod- und NOXA-Induktion
mit der Kombination ABT-199&CFZ erzielt wurde. Da CFZ im Gegensatz zu BTZ und I1XZ die
katalytischen UE Bs und B2 und nicht Bs und 1 blockiert, l&sst dies auf eine wichtige Rolle der
Bs- und Bz-Inhibition schlieRen (Besse et al. 2019). 2016 beschrieben Lamothe et al. die
Uberwindung einer BTZ-Resistenz durch CFZ in CLL-Patienten-Proben durch die irreversible
Inhibition der proteasomalen UE (Lamothe et al. 2016). Sie postulierten, dass die Wirkung von

CFZ einerseits in erhéhter Akkumulation von MCL-1-NOXA-Komplexen resultiert, andererseits
109



Diskussion

aber auch die ER-Stress-Antwort triggert und zu erhéhter Expression von ATF4 und dem
Downstream liegenden Target CHOP fuhrt. Der pro-apoptotische Transkriptionsfaktor CHOP
reguliert unter anderem die Transkription des Todesrezeptors DR5 (Yamaguchi und Wang
2004). Es ist also denkbar, dass CFZ eine zuséatzliche Wirkung durch Aktivierung des
extrinsischen Apoptose-Signalwegs besitzt. Der Einfluss von CFZ auf den extrinsischen
Signalweg wurde 2015 von Han et al. bestatigt. Einerseits resultierte eine CFZ-Inkubation in
verschiedenen Krebszelllinien wie der Lungenkarzinom-Zelllinie A549, dem Melanom A375
oder auch in kolorektalen HCT116-Zellen in einer Hochregulation von DR5 mit einhergehender
Aktivierung des extrinsischen Apoptose-Signalwegs (Han et al. 2015). Auf der anderen Seite
induzierte CFZ in diesen Zelllinien effektiv intrinsische Apoptose durch Aktivierung von
Caspase-3 mit einhergehender Spaltung von Poly(ADP-ribose)-Polymerasen (PARP). Die
Befunde in der Literatur deuten darauf hin, dass CFZ durch die Aktivierung des extrinsischen
Apoptose-Signalwegs eine zusatzliche zytotoxische Wirkung aufweist. Diese zusatzliche
Wirkung von CFZ auf den extrinsischen Apoptose-Signalweg kann die starke Apoptose-
Induktion bei Inkubation von ABT-199 mit CFZ in SW982/WT-Zellen begriinden. In welchem
Ausmald CFZ in der hier in der Arbeit verwendeten SW982-Zelllinie den Transkriptionsfaktor
CHOP und DRS5 induziert und dadurch die Aktivierung des extrinsischen Signalwegs

anschiebt, muss durch nachfolgende Untersuchungen bestatigt werden.

Eine Uberraschende Erkenntnis dieser Arbeit war, dass der oral verfigbare Pl IXZ eine
wesentlich schwéchere Zelltod- und NOXA-Induktion als BTZ oder CFZ allein und auch in
Kombination mit ABT-199 zeigte. Ein Grund koénnte die reversible Bindung von IXZ an die
proteasomale UE f; sein, wobei die Bi-UE laut erzielter Ergebnisse der proteasomalen
Aktivitdtsbestimmung in SW982/WT-Zellen nicht ausschlaggebend ist (Abbildung 19).
Interessanterweise weisen BTZ und IXZ trotz reversibler Bindung der proteasomalen UE Bs
und B1 auch eine mit CFZ vergleichbare 3.-Inhibition im proteasomalen Aktivitats-Assay auf.
Dies stellt eine schlussige Erklarung fur die &hnliche Zelltod-Induktion von ABT-199&BTZ und
ABT-199&CFZ dar, erklart jedoch nicht den hier beschriebenen Unterschied fir IXZ.

Die signifikant geringere Effizienz von IXZ im Vergleich zu BTZ und CFZ lasst vermuten, dass
IXZ im Gegensatz zu BTZ und CFZ die schwachste Inhibition der Bs-UE aufweist. Ist dieser
beschriebene Effekt tatsdchlich dafur verantwortlich, dass 1XZ die schwéachste Wirkung besitzt,
musste im Gegenzug dazu BTZ mit der starksten inhibitorischen Aktivitat fir die Bs-UE die
hochste Zelltod-Induktion mit ABT-199 erzielen. Auffallend ist jedoch, dass die Kombination
ABT-199&CFZ eine starkere Zelltod-Induktion als ABT-199&BTZ aufweist. Dieser Unterschied
kann mit der irreversiblen Hemmung von CFZ im Gegensatz zur reversiblen Bindung von BTZ
an die Bs-UE zusammenhangen. Es reicht jedoch nicht aus, nur die proteasomalen

Aktivitatsdaten der Pls zu betrachten. Es sollten zusatzlich spatere Mess-Zeitpunkte bestimmt
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werden, um zu sehen, ob CFZ und BTZ gegebenenfalls aufgrund der irreversiblen
beziehungsweise reversiblen Hemmungs-Féahigkeit unterschiedlich inhibieren. Da die
Halbwertszeiten der Inhibitoren sich stark unterscheiden, von <1h fir CFZ Uber ~8 Tage fur
BTZ bis hin zu 9,5 Tagen fir IXZ (European Union 2023 - EMA), konnte dies fur
Aktivitatsmessungen spater als nach 4 h Pl-Inkubation relevant sein. Momentan kann keine
zufriedenstellende  Erklarung fir die unterschiedlich beobachtete proteasomale
Aktivitasmessung der Pls gegeben werden, die die Differenz der Zelltod-Induktion durch
ABT-199&PIs erklaren kdnnte.

Fir weitere préklinische Versuche muss beachtet werden, dass die Darreichungsform der
Substanzen sowohl eine Rolle bei der Bioverfiuigbarkeit spielt als auch deren Stabilitat
beeinflusst. IXZ wird im Gegensatz zu BTZ und CFZ nicht intravends verabreicht, sondern
kann in Tablettenform oral eingenommen werden (European Union 2023). Weiterhin ist gut
charakterisiert, dass alle drei Pls als Substrat des P-Glykoprotein (P-gp)-Transporters dienen
und eine differenzielle Wirkung der drei Pls durch eine unterschiedliche Effluxrate aus der Zelle
ausgeschlossen werden kann. Zuséatzlich ist kein relevanter Einfluss der Medikamenten-
Transporter der OATP (Organo-Anion-Transporter)-Klasse auf die Pls beschrieben (Clemens
et al. 2017).

Zu vermuten ist, dass IXZ als oral verfigbarer Wirkstoff eine Aktivierung durchlaufen muss.
Des Weiteren konnte ein Grund sein, dass die Bioverfligbarkeit von IXZ als oral verabreichtes
Medikament durch den P-gp Effluxtransporter eingeschrankt ist. Die P-gp Effluxtransporter
verringern den Zugang von verabreichten Medikamenten, indem sie den Efflux zuriick ins
Lumen férdern. Somit wird die Bioverfiigbareit verringert und die Arzneimitteleliminination tber
Galle und Urin gefordert (Gharavi und Hassan 2018). Die letztgenannte Vermutung steht im
Einklang mit aufgrund fehlender Effizienz von IXZ verworfenen oder abgebrochenen klinischen
Studien (NCT03856112). Allerdings muss beachtet werden, dass bereits in den In vitro-
Zellkultur-Experimenten hinsichtlich der Effizienz der drei Pls ein Unterschied feststellbar war.
In den in vitro-Zellkultur-Experimenten kdnnte eine veranderte Aufnahme der Pls in die Zelle
durch unterschiedliche ABC-Transporter-Interaktionen oder verschiedene Membrangangigkeit

die unterschiedliche Zelltod-Induktionen der Pls hervorgerufen haben.

Ein weiterer Erklarungsansatz fir die starke Abweichung der zwei eigentlich identisch
wirkenden Pls BTZ und IXZ ist, dass BTZ in der Zelle in diesem Modell spater als IXZ abgebaut
wird. Hierfir sind weitere Untersuchungen wie ein proteasomaler Aktivitatsassay als Zeitkinetik
Uber 24 h nétig, um die Fahigkeit der Inhibition Gber die Zeit an die proteasomalen UE der Pls
BTZ und IXZ im Vergleich zu bestimmen. Die Wirkung der Pls bedarf weiterer Untersuchungen
beziiglich der Pharmakokinetik, um genaue Rickschlisse auf die unterschiedliche Effizienz

der Pls in dem hier verwendeten Modell der Sarkomzelllinie SW982/WT treffen zu kénnen.
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7.4TP53-abhéangige und TP53-unabhangige NOXA-Induktion

Die in dieser Dissertation beobachtete Akkumulation von NOXA identifizierte das BH3-only
Protein als wichtiges Schliisselmolekul bei der Apoptose-Induktion durch ABT-199&Pls. NOXA
kann Uber das Tumorsuppressorprotein TP53 reguliert werden. Eine Vielzahl von pro-
apoptotischen Signalen wie DNA-Schaden, ER-Stress oder Proteasom-Inhibition aktivieren
TP53 und induzieren die Expression von NOXA (Guikema et al. 2017; Oda et al. 2000; Ploner
et al. 2008; Villunger et al. 2003). Oda et al. fanden, dass NOXA als Vermittler der p53-
abhangigen Apoptose dienen kann. In primaren Mauszellen, die Rontgenstrahlung ausgesetzt
waren, konnte eine p53-abhangige NOXA-Induktion detektiert werden. In p53-defizienten
Saos2-Zellen wurde eine konstitutiv aktive p53-Uberexpression herbeigefuihrt. Die
Herunterregulation von NOXA inhibierte auch hier die durch Uberexprimiertes p53
hervorgerufene induzierte Apoptose (Oda et al. 2000). Auch Villunger et al. beschrieben eine
p53-abhangige NOXA-Induktion. Nach Herunterregulation von NOXA war in embryonalen
Maus-Fibroblasten die p53-vermittelte Apoptose reduziert (Villunger et al. 2003).

Die Ergebnisse in dieser Arbeit in Bezug auf die Kombinationen von ABT-199&PIs zeigen nur
eine teilweise TP53-abhéngige Regulation von NOXA, da der Knock-Down von TP53 in
SW982/WT-Zellen sowohl die Proteinexpression von NOXA als auch die mRNA-Expression
von PMAIP1 nur geringfugig reduzierte (Abbildung 25 und Abbildung 26). Daher liegt die
Vermutung nahe, dass NOXA in diesem Setup tber eine in der Literatur bereits beschriebene
TP53-unabhangige Regulation induziert wird. Dies wurde durch Experimente in TP53-
defizienten H1299-Zellen bestétigt. In den TP53-defizienten H1299/WT-Zellen war die Protein-
und mRNA-Expression von NOXA im Vergleich zu der H1299-Zelllinie mit rekonstituierter
TP53-Expression (H1299/TP53) nur geringfiigig schwacher. Dies steht im Einklang mit
verschiedenen Publikationen, die ebenfalls eine TP53-unabhangige NOXA-Regulation
belegen (Kim et al. 2004; Pérez-Galan et al. 2006; Ploner et al. 2008; Sharma et al. 2018).

Obwohl Noxa urspriinglich als TP53-Zielgen identifiziert wurde (Hijikata et al. 1990), ist in
vielen Tumoren durch Deletion oder Mutation TP53 inaktiviert (Eischen et al. 1999). Daher
sind TP53-unabhangige Regulationsmechanismen von NOXA von besonderem Interesse und
kénnten auch Resistenzentwicklung bei Monotherapien unabhangig vom TP53-Status
verhindern oder durchbrechen. Darauf weisen Ergebnisse von Kim et al. hin, die eine
transkriptionelle Induktion von PMAIP1/NOXA unter hypoxischen Bedingungen in p53-
deletierten Saos-2-Zellen Uber den Transkriptionsfaktor HIF-1a durch das auf dem NOXA-
Promotor befindliche HRE (Hypoxia-Response Element) gefunden haben. Weitere Belege
liefert auch die Gruppe von Sharma et al., die 2017 eine transkriptionelle mRNA-Induktion von
PMAIP1 in HNSCC-Zellen mit inaktivem TP53 bei Cisplatin-Therapie beschrieben. Im

Unterschied zu Kim et al., ist die von Sharma et al. beschriebene TP53-unabhéngige NOXA-
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Regulation nicht Uber HIF-1a gewéhrleistet, sondern durch die gemeinsame Bindung der
induzierten Transkriptionsfaktoren ATF3 und ATF4 an den NOXA-Promotor. Die
vorgeschlagene ATF3&ATF4-vermittelte NOXA-Induktion wird von teilweise erst kirzlich
erschienenen Ergebnissen gestutzt (NUfez-Vazquez et al. 2021). Um die Regulation der
NOXA-Expression besser zu verstehen, generierten Wang et al. ein Reportergenkonstrukt,
das die Firefly-Luciferase unter der Kontrolle eines DNA-Abschnitts aus dem NOXA-Promotor
exprimiert. Im Reportergenassay wurde die Induktion verschiedener Transkriptionsfaktoren,
unter anderem CHOP, ATF6, ATF3 und ATF4 analysiert. Es zeigte sich, dass ATF3 und ATF4
den NOXA-Promotor mafig aktivieren konnten, wahrend CHOP und ATF6 keine oder nur
minimale Luciferase-Aktivitét induzierten. Interessanterweise induzierte die Co-Expression
von ATF3 und ATF4 eine deutlich verstarkte Luciferase-Aktivitat. Des Weiteren zeigte ein
Reporterkonstrukt mit fehlender p53-Bindestelle im NOXA-Promotor weiterhin eine Luciferase-
Aktivitat, was wiederum eine p53-unabhangige Bindung von ATF3 und ATF4 bestatigt. Mit
Hilfe eines electrophoretic mobility shift assays (EMSA) zeigte sich, dass ATF3 fahig ist, ATF4
an den NOXA-Promotor zu rekrutieren und dort einen ternaren DNA-Protein-Komplex bildet
(Wang et al. 2009). Diese Bindung von ATF3 und ATF4 an den NOXA-Promotor wurden auch
von Nufez-Vazquez et al. beschrieben. Diese Untersuchungen identifizieren zudem eine
wichtige CRE-Bindestelle im NOXA-Promotor, die fur die transkriptionelle NOXA-Aktivierung
durch Fluorizolin unerlasslich ist. Durch Chromatin-Immunoprézipitations-Assays (ChlP)
wurden die zwei Transkriptionsfaktoren ATF3 und ATF4 identifiziert, die bei Fluorizolin-
Inkubation in HeLa-Zellen an den NOXA-Promotor gebunden vorlagen. Als pro-apoptotisches
Agens bindet Fluorizolin an Prohibitin 1 und 2, wodurch die mitochondrial-vermittelte Apoptose
p53-unabhangig ausgelést wird. Durch Knock-Out von ATF3 und ATF4 Uber CRISPR/CAS9
konnte bestatigt werden, dass ATF3 und ATF4 fur die Fluorizolin-induzierte NOXA-Expression
verantwortlich sind. Nach Knock-Out von ATF3 und ATF4 war die Fluorizolin-induzierte NOXA-
Expression in Western Blot Analysen nicht mehr zu detektieren (NUfiez-Vazquez et al. 2021).
Weitere Aspekte, die fur eine transkriptionelle NOXA-Induktion sprechen, sind folgende
Ergebnisse: In AML-Zellllinien und primaren Patientenproben wurde eine transkriptionelle
NOXA-Induktion nach Inkubation mit 5-Azacitidin beobachtet. Durch eine vielversprechende
klinische Phase Il Studie mit ABT-199 als Monotherapie mit einer Ansprechrate (ORR) von
19% (Konopleva et al. 2016) (NCT01994837) wurde ABT-199 als klinisch aktives und mit
tolerierbarem Sicherheitsprofil als Einzelwirkstoff bei Patienten mit rezidivierter oder refraktarer
AML eingestuft. Dies diente als Grundlage fir eine Phase Ib Studie mit ABT-199 in
Kombination mit 5°-Azacitidin fur die Behandlung von AML (DiNardo et al. 2020; DiNardo et al.
2019) (NCT02203773). Aufgrund der ermutigenden Daten mit einer ORR von 67% bei der
Kombinationstherapie mit ABT-199 und 5°-Azaciditin in AML-Patienten wurde eine Phase Il

Studie fir AML-Patienten, die fur eine Standard-Induktionstherapie nicht in Frage kamen,
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gestartet (M15-656, NCT02993523). Die Studie inkludierte AML-Patienten, die fir eine
Chemotherapie nicht in Frage kamen. Das Resultat der Studie zeigte, dass die
Gesamtiberlebenszeit und die Inzidenz der Remission bei den AML-Patienten, die die
Kombinationstherapie mit 5'-Azacitidin und ABT-199 erhielten, langer und hdher war als bei
denen, die nur 5-Azacitidin erhielten (DiNardo et al. 2020).

Die Arbeitsgruppe von Jin et al. erforschte den zugrundeliegenden Mechanismus der
beobachteten Kombinationswirkung von ABT-199 und 5‘-Azacitidin. Fur die transkriptionelle
Hochregulation von NOXA wurde die Induktion von ATF4, die im Zuge der ISR-Aktivierung
erfolgt, identifiziert (Jin et al. 2020). Das zentrale Ereignis der ISR ist die Phosphorylierung von
elF2a, die eine allgemeine Reduktion der Protein-Synthese und gleichzeitig die Translation
spezifischer mMRNAs oder offener Leserahmen von alternativen Startcodons veranlasst (Costa-
Mattioli und Walter 2020; Pakos-Zebrucka et al. 2016). Eine weitere, erst kirzlich erschienene
Publikation beschreibt eine pro-apoptotische Wirkung von ABT-199 und Auranofin in B-cell
precursor acute lymphoblastic leukemia (BCP-ALL), bei der ebenfalls die ISR aktiviert wird.
Auranofin inhibiert die Thioredoxin-Reduktase und wird als Basistherapie ber rheumatoider
Arthritis eingesetzt. In BCP-ALL-Zelllinien férdert Auranofin epigenetische Verédnderungen und
Chromatin-Relaxion im PMAIP1-Gen, sodass das PMAIP1-Gen empfanglicher fur die
transkriptionelle Aktivierung ist. Zusatzlich triggert Auranofin mitochondrialen Stress und
induziert p53-unabhangig Apoptose. In Kombination mit ABT-199 erhéht Aruanofin die
Chemosensitivitat von BCP-ALL-Zelllinien fir ABT-199. Sowohl in BCP-ALL-Zelllinien als auch
in PDX-Modellen wurde durch die Kombination aus ABT-199&Auranofin ATF4 induziert und
Uber ISR der ABT-199&Auranofin-vermittelte Zelltod geftrdert. Auch hier konnte bestétigt
werden, dass die transkriptionelle Induktion von NOXA p53-unabhéngig durch Involvierung
von ATF4 und der ISR reguliert wird (Fidyt et al. 2022).

Auch die in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse bestatigen eine transkriptionelle ATF3&ATF4-
vermittelte NOXA-Induktion in Anwesenheit von ABT-199 allein und verstarkt in Kombination
mit den PIs durch Aktivierung der ISR. In den zwei oberen Abschnitten erwahnten
Publikationen wurde berichtet, dass eine transkriptionelle NOXA-Induktion durch Fluorizolin,
5-Azacitidin oder Auranofin vermittelt wurde, wahrend die Anwesenheit von ABT-199 nur zu
einer Sensitivierung der Apoptose flihrte (Fidyt et al. 2022; Jin et al. 2020; Nufiez-Vazquez et
al. 2021). Im Gegensatz dazu verursacht ABT-199 in dieser Arbeit allein und verstarkt in
Kombination mit BTZ eine ATF3&ATF4-abhéngige transkriptionelle PMAIP1-Induktion.
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7.5M0ogliche Mechanismen der PMAIP1/NOXA-Induktion

7.5.1 ABT-199-vermittelte Transaktivierung von NOXA

Im Gegensatz zu anderen Veroffentlichungen (Fidyt et al. 2022; Jin et al. 2020; Nufiez-
Vazquez et al. 2021) beschreibt die vorliegende Arbeit interessanterweise die durch ABT-199
vermittelte und durch Pl verstarkte (BTZ, CFZ, IXZ) ATF3&ATF4-abhangige PMAIP1-
Induktion. Der Transkriptionsinhibitor ACM-D blockiert die ABT-199 hervorgerufene PMAIP1-
Induktion effektiv, wodurch erkennbar ist, dass die NOXA-Induktion transkriptionellen
Ursprungs ist. Die transkriptionelle Aktivierung von PMAIP1 durch ABT-199 ist ein hier
erstmals beschriebener Off-Target-Effekt von ABT-199. Zudem wurde in Anwesenheit von
CHX die NOXA-Induktion sowohl bei Inkubation mit den PIs als auch in Kombination mit
ABT-199 blockiert, was auf eine Protein-Neusynthese von NOXA schlieRen lasst. Die
verstarkte NOXA-Expression ist deshalb nicht nur auf die Akkumulation von NOXA
zuriickzufuhren, das aufgrund der Inhibition des Proteasoms nicht abgebaut wird.

Das erhohte (P)-elF2a-Level und die Induktion von ATF3 auf transkriptioneller und von ATF4
auf post-transkriptioneller Ebene bestétigen die ISR als Antwort auf ABT-199 + PIs. Allerdings
bleibt unklar, wie ATF4 Uber die ISR induziert wird. Sobald mdgliche parallele Signalwege
aufgeklart oder Upstream-Schliisselmolekiile identifiziert sind, kénnten diese Molekiile als
Aktivatoren eine alternative Strategie sein, um NOXA gezielt zu induzieren und so effizient den
Zelltod auszulgésen. (P)-elF2a kénnte nicht-identifizierte Transkriptionsfaktoren induzieren, die
wiederum die Transkription von ATF4 oder weiteren Elementen der ISR férdern. Nun stellt sich
die Frage, ob die ISR direkt ATF3&ATF4 induziert oder indirekt Uber weitere
Transkriptionsfaktoren. Zur Beantwortung dieser Frage konnten reverse ChlP-Experimente
durchgefuhrt werden, um weitere involvierte Transkriptionsfaktoren/Schliisselmolekile bei der

Aktivierung von ATF4 mittels Massenspektrometrie zu identifizieren.

Ein alternativer Grund fur die Induktion von ATF4 ist die Abhangigkeit von der Effektivitat der
ISR, die wiederum von der Art des Stress-Signals, von dessen Dauer und Starke bestimmt
wird, aber auch von dem Ausmal’ der elF2a-Phosphorylierung und der Translation von ATF4
(Dey et al. 2010; Guan et al. 2014; Pakos-Zebrucka et al. 2016). Unter normalen Bedingungen
wird der Phosphorylierung von elF2a in der Zelle durch spezifische Phosphatase-Komplexe
entgegengesteuert. Das konstitutiv exprimierte CReP reguliert die Phosphatase-Aktivitat
durch Rekrutierung der Protein-Phosphatase-1c (PP1c) und damit zu einer stetigen
Dephosphorylierungsrate von (P)-elF2a. Unter Stress-Bedingungen wird die mRNA von
GADD34 durch ATF4 transkriptionell induziert, die GADD34-Proteinkonzentration in der Zelle
damit erh6éht und die Dephosphorylierung von (P)-elF2a mittels GADD34 vorangetrieben.
Diese Riuckkopplungsschleife von GADD34 antagonisiert die relative Starke der ISR-
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Aktivierung und erlaubt der Zelle die Beseitigung der verlangsamten globalen Proteinsynthese,
wodurch die ISR aufgehoben werden kann (Jousse et al. 2003; Novoa et al. 2001). Wenn der
zellulare Stress nicht durch den Abbau an (P)-elF2a mittels GADD34 neutralisiert werden
kann, halt die verlangsamte globale Proteinsynthese an und durch die Translation spezifischer
MRNAs wie ATF4 vermittelt induziertes ATF4 die Apoptose (Costa-Mattioli und Walter 2020).

Um die Rolle der ISR in der ABT-199-induzierten NOXA-Expression genauer zu betrachten,
wurde der spezifische ISR-Inhibitor ISRIB eingesetzt. ISRIB antagonisiert den inhibitorischen
Effekt von (P)-elF2a. Durch Bindung an die regulatorische &-UE fordert ISRIB den
Zusammenbau des aktiven elF2B-Komplexes und stabilisiert diesen, wodurch ein
ausreichender Pool an aktiven elF2B-Komplexen entsteht. Die GEF-Aktivitdt des
elF2B-Komplexes gewahrleistet die Bildung des ternaren Komplexes aus elF2, GTP und Met-
tRNA und die durch zellularen Stress verlangsamte Protein-Synthese wird bei gleichzeitiger
Attenuation der Translation spezifischer mMRNAs wieder angeschoben. Durch Verlangsamung
der ATF4-Translation wird das Level an aktiven Phosphatase-Komplexen wie GADD34 und
die Dephosphorylierung von (P)-elF2a gesenkt (Costa-Mattioli und Walter 2020; Zyryanova et
al. 2018). Einige Publikationen bestatigen die Fahigkeit von ISRIB, die ISR abzuschwéchen
(Arai et al. 2020; Jin et al. 2020; Palam et al. 2015). Bereits 2015 konnten Palam et al. eine
Verlangsamung der globalen Protein-Synthese bei gleichzeitiger Stress-induzierter
elF2-Phosphorylierung mit gesteigerter ATF4 und CHOP mRNA- und Protein-Expression nach
Gemcitabin-Inkubation in der pankreatischen Krebszelllinie PANC-1 beobachten (Palam et al.
2015). Nach Co-Applikation mit 500 nM ISRIB und 10 uM Gemcitabin konnte die ATF4-
Proteinexpression signifikant reduziert werden. Allerdings war die durch Gemcitabin
vermittelte elF2-Phosphorylierung und GADD34-Hochregulation durch ISRIB nur zu dem
Zeitpunkt von 6 h verringert, nach 12 h wirkte ISRIB in diesem Setup bereits nicht mehr. Ein
vergleichbares Ergebnis erzielten Arai et al.,, die eine bereits durch 100 nM ISRIB
abgeschwachte NOXA-Induktion durch den Tyrosin-Kinase-Inhibitor Erlotinib in LNCaP
Prostatakarzinomzellen zeigen. Interessant ist, dass die Vorinkubation mit 200 nM ISRIB fir
1 h entscheidend fir reduzierte PMAIP1 mRNA-Induktion durch Erlotinib war (Arai et al. 2020).
Auch in AML-Zelllinien konnte die durch 5'-Azacitidin hervorgerufene ISR mit begleiteter
NOXA-Induktion durch Co-Applikation mit 200 nM ISRIB abgeschwéacht werden. Hierbei zeigte
sich eine signifikante Reduktion der PMAIP1 mRNA nach 6 h, wahrend der 5“-Azacitidin-
vermittelte Zelltod nur teilweise durch die Co-Applikation von ISRIB vermindert wurde (Jin et
al. 2020).

Uberraschenderweise zeigte ISRIB in den hier erzielten Ergebnissen nach 8 h keinen
signifikanten Einfluss auf die ABT-199&BTZ-vermittelte transkriptionelle Induktion von ATF3,
ATF4 oder PMAIPL. Nach Inkubation mit ABT-199 war die mRNA-Expression von ATF3, ATF4
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und PMAIP1 nur leicht verringert (Abbildung 43). Die im Western Blot bestétigte
Akkumulierung von (P)-elF2a nach 8 h durch ABT-199&BTZ in Anwesenheit von ISRIB war
nach 48 h nicht mehr zu detektieren. Dies kann durch die Induktion von GADD34 erklart
werden, da das bei Stress induzierte GADD34 zur Dephosphorylierung von (P)-elF2a beitragt.
Als Konsequenz der unbeeinflussten ATF4-Expression bei Inkubation mit ABT-199&BTZ in
Anwesenheit von ISRIB kam es auch zu keinen Expressions-Veranderungen der Proteine
ATF3 und NOXA. Durch die Abwesenheit eines Effekts durch ISRIB in Bezug auf veranderte
MRNA- und Proteinexpressionen von ATF3, ATF4 und PMAIP1/NOXA, blieb auch der
ABT-199&BTZ-vermittelte Zelltod durch ISRIB unverandert. Es ist festzuhalten, dass ISRIB in
diesem Setup die ISR nicht abschwéchen konnte. Es ist bekannt, dass ISRIB nur ein
begrenztes Wirkfenster aufweist und die Antagonisierung der ISR zudem von der Starke des
Stress-Triggers abhangt (Rabouw et al. 2019). Weitere Hinweise von Rabouw et al. zeigen,
dass ISRIB sowohl die durch Picornaviren induzierte als auch die durch Arsenit ausgeltste
ISR nicht beenden kann. Rabouw et al. schlagen vor, dass das Level an akkumuliertem
(P)-elF2a mit der Fahigkeit von ISRIB, die ISR abzuschwachen, korreliert. ISRIB kann die ISR
nur abschwachen, wenn das (P)-elF2a-Level unter einem kritischen Schwellenwert von
40% des maximalen (P)-elF2a-Levels ist. Rabouw et al. schlagt vor, dass ISRIB nur bei
Bedingungen mit limitiertem Zellstress effektiv wirken kann. Auch die hier durch
ABT-199&BTZ-aktivierte ISR konnte bereits zu stark sein, wodurch ISRIB nicht mehr wirksam
ist. Um dies zu Uberprifen, muss bei nachfolgenden Experimenten die Versuchsbedingung
geandert werden und ISRIB 1-2 h vor Aktivierung der Stressantwort zugegeben werden. So
kann ISRIB eine antagonisierende Wirkung direkt bei Eintritt der ISR entfalten, da ISRIB
Downstream von (P)-elF2a angreift (Costa-Mattioli und Walter 2020). Es ist auch denkbar,
dass die ABT-199&BTZ-induzierte ISR nicht aufgehoben wird, da nicht ausreichend elF2-UE
fur die ISRIB-induzierte elF2B-Komplexbildung zur Verfigung stehen (Rabouw et al. 2019).
Zudem werden aktive elF2B-Komplexe wiederum von (P)-elF2a inhibiert, wodurch nicht
genlgend aktive elF2B-Komplexe fur eine teilweise Wiederherstellung der
Proteinsyntheserate durch ISRIB vorhanden sind (Costa-Mattioli und Walter 2020). Aufgrund
dessen muss die Effizienz von ISRIB, die aktivierte ISR zu antagonisieren, kritisch betrachtet
werden. Um der Ursache in diesem Kontext auf den Grund zu gehen, ob die Stressantwort
bereits zu weit fortgeschritten ist und ISRIB die antagonisierende Wirkung deshalb nicht
entfalten kann oder die Verfugbarkeit von UE fir den Zusammenbau des aktiven elF2B-

Komplexes der limitierende Faktor ist, missen weiterfilhrende Untersuchungen erfolgen.

Als mdgliche Alternative zu ISRIB, die Rolle der ISR in der ABT-199-induzierten NOXA-
Expression zu analysieren, ist der Einsatz weiterer Substanzen, die verschiedene
Komponenten der ISR aktivieren oder inhibieren. Untersuchungen, wie das Steigern der ISR

durch Kinase-Aktivierung/Phosphatase-Inhibierung oder das Absenken der ISR durch
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Blockierung der elF2a-Kinasen sind wichtige Stellschrauben, um eine mdoglicherweise
veranderte ABT-199-induzierte NOXA-Expression durch pharmakologische Modulation der
ISR festzustellen. Die PERK-Kinase kann durch CCT020312 aktiviert werden, die HRI-Kinase
mittels BTACPU, die GCN2-Kinase mit Hilfe von Halofuginon und die PKR mittels BEPP, was
zu gesteigerter Akkumulation von (P)-elF2a fuhrt (Abbildung 40). Auch die Inhibierung der
Dephosphorylierung durch die Phosphatase-Inhibitoren Salubrinal oder Guanabenz stellen
attraktive Methoden dar, Upstream von elF2a in den Signalweg einzugreifen. Um die
Auswirkungen einer verminderten ISR auf die Induktion von ATF3 und ATF4 und die
Transkription von PMAIP1 zu analysieren, sind elF2a-Kinase-Inhibitoren wie GSK2606414 fir
die PERK-Inaktivierung, C16 fur die PKR-Inaktivierung, Aminopyrazolindan fi die HRI-
Inaktivierung und Indirubin-3-Monoxim fir die GCN2-Inaktivierung interessant (Pakos-
Zebrucka et al. 2016).

Pharmakelogische Modulation der ISR
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Abbildung 40: Pharmakologische Modulation zur  Aktivierung/Inhibierung
verschiedener Komponenten der ISR. Die Phosphorylierung von elF2a als zentrales
Ereignis der ISR kann entweder durch Aktivierung der elF2a-Kinasen mit CCT020312,
BTdCPU, Halofuginon oder BEPP stimuliert werden oder durch Inhibitoren wie GSK2606414,
Aminopyrazolidan, Indirubin-3-Monoxim oder C16 verhindert werden. Guanabenz und
Salubrinal konnen die Dephosphorylierung von elF2a blockieren. ISRIB wiederum
antagonisiert den inhibitorischen Effekt von (P)-elF2a (mit BioRender.com erstellt).
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7.5.2 Die Rolle von ATF3&ATF4 in der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-

Induktion

Eine alternative Mdglichkeit, um den Zusammenhang zwischen der ISR, der ATF3&ATF4-
Induktion und der erhéhten PMAIP1/NOXA-Expression zu Uberprifen, stellt die gleichzeitige
Herunterregulation der zwei Transkriptionsfaktoren ATF3 und ATF4 mittels siRNA dar. In der
Tat konnte bestatigt werden, dass ATF3&ATF4 bei der transkriptionellen PMAIP1/NOXA-
Induktion und der ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod-Induktion beteiligt sind. Allerdings kann
der Knock-Down von ATF3&ATF4 den ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod nicht vollstéandig
verhindern. Das konnte an dem nicht-kompletten Knock-Down von ATF3&ATF4 liegen.

Der Zusammenhang der Involvierung der ISR und einer ATF3&ATF4-Induktion mit
transkriptioneller Induktion von PMAIP1 durch ABT-199 sind neue Erkentnisse. Jedoch wird
die transkriptionelle Induktion von PMAIP1 durch ATF3&ATF4 in einer Vielzahl weiterer
Publikationen diskutiert. Die Arbeitsgruppe von Sharma et al. erzielte bei Knock-Down von
entweder ATF3 oder ATF4 in HN8- oder HN12-Zellen beidermalRen eine stark reduzierte
Cisplatin vermittelte NOXA-Induktion (Sharma et al. 2018). Ebenso stimmen die in dieser
Dissertation erzielten Ergebnisse des Knock-Downs von ATF3&ATF4 in Teilen mit dem Bericht
von Nufez-Vaquéz et al. Uberein, in dem ebenfalls bei Herunterregulation von ATF4 eine
signifikant reduzierte Fluorizolin-vermittelte NOXA mRNA-Expression beobachtet wurde
(Nufez-Véazquez et al. 2021). Auffallend ist, dass durch Knock-Out von ATF4 nach 24 h die
Fluorizolin-vermittelte NOXA-Expression komplett verhindert werden konnte, wahrend der
Knock-Out von ATF3 die NOXA-Expression nur schwach reduzierte. Ebenso zeigte der Knock-
Out von ATF3 oder ATF4 eine signifikant erhdhte Zellviabilitat nach Fluorizolin-Inkubation in
HelLa- oder HAP1-Zellen nach 24 h. Interessant ware der gleichzeitige Knock-Down von
ATF3&ATF4 in der Cisplatin oder Fluorizolin-vermittelten NOXA-Induktion, da bislang nur der
Knock-Down oder Knock-Out von einem der zwei Gene ATF3 oder ATF4 gezeigt wurde. Die
in dieser Arbeit erzielten Ergebnisse des simultanen Knock-Downs von ATF3&ATF4 legen
nahe, dass hauptsachlich ATF3&ATF4 als Mediatoren der ISR und der damit einhergehenden
NOXA-Induktion wichtig sind. Trotzdem kann die Involvierung weiterer Signalwege oder
Faktoren, aufgrund dessen die PMAIP1/NOXA-Expression nicht vollstandig unterdriickt wird,
in diesem Setup nicht ausgeschlossen werden. Als Beispiel wére hier die Interaktion weiterer,
nicht identifizierter Transkriptionsfaktoren, die ebenfalls an den NOXA-Promotor binden und

dessen Transkription férdern kénnten, aufzufthren.

7.5.3 ROS-Produktion als maéglicher Induktor der ISR
Um der Frage nachzugehen, auf welche Weise die elF2a-Kinasen aktiviert werden, wurde
oxidativer Stress als moglicher Induktor der ISR untersucht. Oxidativer Stress erhoht das ROS-

Level in der Zelle. Die ROS-Produktion durch Mitochondrien kann zu oxidativen Schaden der
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Zelle fuhren, wodurch es zu Beeintrachtigungen der ATP-Synthese und weiteren
Stoffwechselfunktionen kommt (Murphy 2009). Vorherige Arbeiten in der Gruppe zeigen, dass
Cisplatin neben dem vielfach beschriebenen DNA-Schaden auch zu erh6htem mtROS-Level
in den Ovarialkarzinom-Zelllinien OV3, OV4 und OV8 fiihrt und der Cisplatin-induzierte Zelltod
proportional zu mtROS ist. Dabei senkt der ROS-Fanger GSH die Zelltod-Raten von Cisplatin-
sensitiven OV3 und OV4 signifikant (Kleih et al. 2019). Erst kirzlich beschrieb die Gruppe von
Lee et al., dass ABT-199 die ROS-Produktion anhebt (Lee et al. 2021). Interessant ist jedoch,
dass die durch ABT-199&BTZ-induzierte Apoptose in dieser Arbeit unabhangig von ROS ist,
da die Radikalfanger GSH oder NAC die ABT-199&BTZ-vermittelte Zelltod-Induktion nicht
reduzierten (Abbildung 33). Ein Grund hierfir konnte sein, dass die ansteigende ROS-
Produktion nach ABT-199&BTZ-Inkubation zu gering ist und in den hier untersuchten
SW982/WT-Zellen nicht die entscheidende Rolle zur Aktivierung von ATF4 spielt. Somit wird
die ATF4-Induktion nicht Gber oxidativen Stress ausgeldst. Des Weiteren ist zu beachten, dass
die alleinige Anwesenheit von ABT-199 die Zellen ,primen“ kdnnte, wodurch die bekannten
Stress-Marker ATF3 und ATF4 verstarkt induziert werden. Dies treibt die transkriptionelle
Induktion von PMAIP1 mit einhergehender Translation von NOXA-Protein voran. Aber erst
durch den zusatzlichen Stress-Trigger der Proteasom-Inhibition mit Hilfe von BTZ kénnte ein
kritischer Schwellenwert erreicht werden, der zur synergistischen ABT-199&BTZ-vermittelten
Zelltod-Induktion fihrt.

7.5.4 ABT-199 induziert mitochondrial metabolisches Reprogramming

Erst kurzlich zeigten Roca-Portoles et al., dass ABT-199 unabhangig von der BCL-2-Inhibition
mitochondriales metabolisches Reprogramming verursacht (Roca-Portoles et al. 2020). In
CT26-Zellen fuhrte die Inkubation mit 1 pM ABT-199 bereits zu einer signifikant geringeren
OCR. Des Weiteren wurden die Metabolit-Level mittels GC-MS analysiert. Eine Veranderung
der Metabolite des tricarboxylic acid cycle (TCA-Zyklus) wie a- KG und Citrat weisen auf
mitochondriales metabolisches Reprogramming hin. Charakteristisch fir die reduktive
Carboxylierung ist mitunter das ansteigende Verhatnis von a- KG zu Citrat (Fendt et al. 2013).
1 uM ABT-199 fiihrte zur Akkumulation von a- KG und Succinat und lieR den Schluss zu, dass
ABT-199 den tricarboxylic acid cycle (TCA-Zyklus) inhibiert, das ein Indiz fir die reduktive
Carboxylierung darstellt (Roca-Portoles et al. 2020). Die bei Roca-Portoles et al. gezeigten
metabolischen Verdnderungen entstehen im Zuge der Aktivierung der ISR bei gleichzeitiger
ATF4-Induktion. Bestétigt wird dies durch Knock-Down von ATF4, das die reduzierte OCR
aufhebt und die reduktive Carboxylierung verhindert (Roca-Portoles et al. 2020). ATF4 hilft
einerseits bei geringen Stress-Signalen zur zellularen Homoostase zu fiihren, andererseits
tragt es hingegen bei zu hohem Stress-Level tiber Aktivierung des pro-apoptotischen BH3-only
Proteins NOXA zum Zelltod bei. Wie die ATF4-Induktion allerdings in den mit ABT-199-

inkubierten CT26-Zellen bei Roca-Portoles et al. eingeleitet wird, bleibt im Unklaren. Das
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mitochondriale metabolische Reprogramming, das bei ABT-199-Inkubation in CT26-Zellen
entsteht, wurde von der Roca-Portoles-Gruppe angefiihrt, die nachwiesen, dass ABT-199 zu
Veranderungen in der Mitochondrien-Morphologie fihrt. Eine ver&nderte Mitochondrien-
Morphologie spiegelte sich in CT26- und MCF-7-Zellen durch VergréRerung der Mitochondrien
wieder. Aul3erdem senkt ABT-199 die Aktivitaten der Komplexe | und Il der Atmungskette. Der
Komplex Il der Atmungskette ist ein Enzymkomplex aus vier UE, wobei eine UE die Succinate-
Coenzym Q Reduktase (SQR) ist. ABT-199 beeintrachtigt die Aktivitat der SQR, die die
Oxidation von Succinat zu Fumarat und die Reduktion von Ubichinon zu Ubichinol als
gekoppelte Reaktion in der inneren Mitochondrienmembran katalysiert. Dies erklart die von
ABT-199 hervorgerufene Akkumulation von Succinat, das durch verminderte Aktivitat des

Komplexes Il in geringerem Umfang zu Fumarat umgewandelt wird.

Die Tatsache, dass ABT-199 die Atmungskette unabhangig von seinem Zielmolekil BCL-2
beeinflusst, wird auch von Bajpai et al. beschrieben, die annehmen, dass die Inhibition des
Komplexes Il durch ABT-199 ausschlaggebend fir die ATF4-Induktion ist (Bajpai et al. 2020).
Gleichzeitig fuhrt eine Dysbalance in der ETC durch Komplex Il-Inhibition zur Induktion von
ATF4. Die ATF4-Induktion wird von der NOXA-Induktion begleitet. Bajpai et al. beschreiben
weiter, dass NOXA mit héherer Affinitdit an MCL-1 bindet als BIM (Bajpai et al. 2020) und
postulieren, dass freigesetztes BIM daraufhin vermehrt an BCL-2 bindet. Somit konnte eine
Resistenz gegeniber ABT-199 in MM-Zelllinien mit hohem BCL-2-Expressionslevel durch
freigewordenes BIM Uberwunden werden. Die Inhibition des Komplexes Il mittels TTFA
induzierte ATF4 und NOXA ebenso in MM-Patientenproben und verringerte den ICso-Wert von
ABT-199 signifikant im Vergleich zur alleinigen Gabe von ABT-199 (Bajpai et al. 2020). Die
metabolische Wirkung von ABT-199 durch Dysbalance in der ETC kann in Kombination mit
Komplex Il Inhibitor TTFA ABT-199-resistente MM-Zellen flir eine Kombination mit ABT-199

resensitivieren.

In Ubereinstimmung mit der Literatur erzielten ABT-199 + BTZ in dieser Arbeit ebenso eine
metabolische Wirkung, die sich in einem gesteigerten Verhdltnis an a-KG zu Citrat
wiederspiegelte (Abbildung 34). Eine schliissige Erklarung ist hierbei eine Inhibierung des
TCA-Zyklus. Das signifikant ansteigende Verhdltnis an a-KG:Citrat bestatigt, dass ABT-199
mitochondrial metabolisches Reprogramming induziert und zu steigender reduktiver
Carboxylierung beitragt. Inwieweit hier die Aktivitdt des Komplexes Il der SQR durch ABT-199
beeintrachtigt wird und ob dies eine entscheidende Rolle spielt, muss durch weitere Analysen,
zum Beispiel mittels eines SQR-Aktivitats-Assays, bestimmt werden. Des Weiteren gilt es zu
untersuchen, ob eine daraus resultierende Dysbalance in der ETC zur ATF4-Induktion fuhrt
und welche weiteren Uber ATF4 Upstream liegenden Schlisselmolekiile in der ISR-Aktivierung

involviert sind.
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Da der von Roca-Portoles et al. beschriebene respiratorische Effekt von ABT-199 zu dem
synergistischen Effekt beitragt, sollte zusatzlich die Rolle der veranderten Mitochondrien-
Morphologie als mdogliche Kompensation und Ursache der dysregulierten ETC erforscht
werden. Aufgrund dessen sollte ein weiteres zuklnftiges Ziel die Prufung der ABT-199-
veranderten Mitochondrien-Morphologie sein, die nicht nur von Roca-Portoles Arbeitsgruppe
demonstriert wurde, sondern bereits von Sharon et al. 2019 publiziert wurde (Sharon et al.
2019). Auch hier zeigten Zellen, die mit ABT-199 inkubiert wurden, unabhangig von der BCL-2-
Inhibition eine verdnderte Mitochondrien-Morphologie mit signifikant vergréRerten
Mitochondrien in MOLM-13-Zellen. Durch die Veranderungen in der Atmungskette und der
damit einhergehenden Inhibierung der oxidativen Phosphorylierungs-Aktivitadt (OXPHOS) bei
gleichzeitiger Unterdriickung der glykolytischen Kapazitat kann die ATP-Produktion in den mit
ABT-199-inkubierten MOLM-13-Zellen nicht mehr aufrechterhalten werden. Dies fihrt zu
einem energetischen Kollaps und zum Zelltod (Sharon et al. 2019). Auch in den SW982/WT-
Zellen ware der von Sharon und seiner Arbeitsgruppe beschriebene energetische Kollaps
denkbar. Mittels eines ATP-Assays konnte man Ruckschliisse auf eine verdnderte ATP-

Produktion bzw. Veranderungen in der Aktivitat der Atmungskette erhalten.

7.5.5 Mitochondrialer Import

ABT-199 ruft eine Dysbalance in der Atmungsketten-Funktion hervor und damit geht eine
veranderte mitochondriale Respiration einher. Die Komplexe I, Ill und IV der Atmungskette
enthalten nukle&ar und mitochondrial kodierte UE, wahrend Komplex Il ausschlief3lich aus vier
nuklear kodierten UE aufgebaut wird (van Vranken et al. 2015). Bei dem Ablauf der ATP-
Produktion in Mitochondrien ist es daher von enormer Wichtigkeit, dass der mitochondriale
Import der UE der ETC-Komplexe ungestort erfolgt. Die hier gezeigten Ergebnisse kénnten
auf einen durch ABT-199 gesttrten mitochondrialen Proteinimport von UE der Atmungskette

zurickzufihren sein.

Perciavalle et al. beschrieben interessanterweise den mitochondrialen Import des anti-
apoptotischen Proteins MCL-1. Die Ergebnisse legen nahe, dass das anti-apoptotische Protein
MCL-1 eine N-terminale mitochondriale Signalsequenz besitzt. Uber TOM/TIM-vermittelte
Translokation ins Mitochondrium entsteht eine verkirzte MCL-1-Form (MCL-1s), die
ausschliellich in der inneren mitochondrialen Membran und der Matrix vorzufinden ist,
wahrend eine groRere, nicht prozessierte MCL-1-Form (MCL-1.) nur in der &uf3eren
mitochondrialen Membran lokalisiert ist. Die Autoren postulieren, dass in den untersuchten
MEF-Zellen (Maus-embryonale-Fibroblasten) MCL-1, die typische anti-apoptotische Aktivitat
besitzt und BAX und BAK antagonisiert, um die mitochondriale Integritat aufrecht zu erhalten.
Eine anti-apoptotische Funktion von MCL-1 wurde fir MCL-1s nicht bestatigt. Es wurde

demonstriert, dass MCL-1s die mitochondriale Struktur und Energieproduktion aufrechterhalt
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und die Fusion reguliert (Perciavalle et al. 2012). Es muss bertcksichtigt werden, dass die
beschriebenen Ergebnisse auf einer endogenen MCL-1-Deletion in MEFs basiert. Dabei fuhrt
die MCL-1-Deletion auf der einen Seite zu verminderter Proliferation und zu Defekten der
mitochondrialen Morphologie wie Verlust von tubularen Strukturen, auf der anderen Seite
werden reduzierte enzymatische Aktivitaten der Atmungsketten-Komplexe I, 1l und IV
beobachtet (Perciavalle et al. 2012). Ubereinstimmend mit der Beschreibung der zwei MCL-1-
Formen konnte in dieser Arbeit ebenso ein verdndertes Bandenmuster von MCL-1 in
Anwesenheit von ABT-199 beobachtet werden. ABT-199 fihrte nach 4 h und 8 h zu einer
signifikanten Reduktion der MCL-1s-Form in der mitochondrialen Fraktion aus der H1299/WT-
Zelllinie. Diese Ergebnisse lassen den Schluss zu, dass ABT-199 den Import von MCL-1
beeintrachtigt. Allerdings ist unklar, wie ABT-199 in diesem Zusammenhang exakt agiert. Eine
Vermutung ist, dass ABT-199 in der eingesetzten Konzentration (15 uM) trotz hoher Affinitat
fur BCL-2 zusatzlich MCL-1 bindet und durch Stabilisierung der Konformation den Import und

die Prozessierung des MCL-1-Molekiils ins Mitochondrium beeintrachtigt.

Um diese Vermutung weiter zu untersuchen, konnte eine MCL-1-Uberexpression in
SW982/NOXAKC-Zellen mit anschlieBender Bestimmung der zwei MCL-1-Formen im Western
Blot durchgefiihrt werden. Es wére zu erwarten, dass aufgrund der Uberexpression MCL-1 bei
niedriger ABT-199 Konzentration nicht vollstandig von ABT-199 gebunden wird und weiterhin
zum Teil ins Mitochondrium importiert werden kann. In diesem System fallt zusatzlich die
Inhibition von MCL-1 durch Knock-Out von NOXA weg, sodass eine NOXA-Bindung als Grund
fur beeintrachtigten MCL-1 Import ausgeschlossen ist. Um den funktionellen Einfluss der in
Mitochondrien importierten MCL-1s Variante zu untersuchen, kénnte MCL-1 und eine MCL-1
Variante mit einer mutierten N-terminalen mitochondrialen Importsequenz in SW982/MCL-1K°-
Zellen transgen zur Expression gebracht werden. Das letztere System besitzt dann nur noch
die MCL-1.-Form, nicht aber MCL-1s, womit die Funktion von MCL-1s, die mitochondriale
Struktur und Energieproduktion aufrecht zu erhalten und die Fusion zu regulieren, durch

Vergleich mit dem MCL-1/WT-System analysiert werden kann.

Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass ABT-199 den mitochondrialen Proteinimport
stort, wie es an dem Beispiel der fehlenden prozessierten MCL-1s-Form im Mitochondrium bei
Inkubation mit ABT-199 deutlich wird. Eine weitere Folge des gestérten Proteinimports von UE
der Atmungskette bei Anwesenheit von ABT-199 ruft eine Dysbalance der ETC hervor, die
zum veranderten mitochondrialen Metabolismus und in diesem Zuge zur Aktivierung der ISR
mit gesteigerter ATF3- und ATF4-Induktion in dem SW982/WT-System fuhrt.
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7.11dentifizierung prognostischer Marker fir Therapieansprechen

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse sollte auch in Zukunft ein Augenmerk daraufgelegt
werden, mogliche Off-Target-Effekte von Therapeutika aufzudecken, um weitere involvierte
zellulare Signalwege bei Antwort auf ein Therapeutikum zu berlcksichtigen. Dadurch kénnen
zusatzliche prognostische Marker fur ein Therapieansprechen identifiziert werden. Die
Kombination aus ABT-199 und BTZ ist ein vielversprechender Therapie-Ansatz, da der Zelltod
unabhangig vom TP53-Status des Tumors in erster Linie durch eine BCL-2-Inhibition reguliert
wird. Momentan werden Therapie-Optionen fir einen kleinen Teil solider Tumore auch anhand
ihrer sogenannten Treibermutationen, die durch Sequenzanalysen der Tumor-Biopsien
identifiziert werden, ausgewahlt. Haufig entwickelt sich jedoch durch die spezifisch auf die
Treibermutationen zugeschnittenen Chemotherapeutika nach einiger Behandlungszeit eine
Resistenz gegen das Therapeutikum. Bei der zielgerichteten Therapie von NSCLC mit EGFR-
Mutation mittels Tyrosin-Kinase-Inhibitoren (TKI) entstehen spontane Mutationen im EGFR
(epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor), wie zum Beispiel die Mutation in der EGFR-
Doméne T790M, wodurch der Tumor resistent gegentiber Erst- und Zweit-Generation TKIs
wird (Sequist et al. 2011). Weiter entwickelte TKIs der dritten Generation sind an spezifische,
haufig auftretende sekundare Mutationen angepasst und wirken effizient. Aber auch die
erfolgreiche Therapie mit TKIs der 3. Generation zieht weitere Mutationen und Resistenz nach
sich. Auch kolorektale Karzinome weisen unter anderem eine EGFR/HER (human epidermal
growth factor receptor)-Uberexpression auf, daher werden auch hier Agentien wie anti-EGFR-
monoklonale Antikérper oder TKIs zur Therapie eingesetzt (Xie et al. 2020). Der anti-EGFR-
monoklonale Antikérper Cetuximab ist bei kolorektalen Karzinomen, die keine KRAS (kirsten
rat sarcoma virus)-Mutation aufweisen, von klinischem Nutzen. Analog zu TKI-Resistenz in
NSCLC entwickeln wildtypische KRAS-kolorektale Karzinome Mutationen in der
extrazellularen Domane des EGFR, die mit Cetuximab interferiert (Arteaga und Engelman
2014). In hepatozelluldaren Karzinomen spielen TKls bei der Systemtherapie ebenso eine
wichtige Rolle. Der TKI Sorafenib wurde 2007 fur hepatozellulare Karzinome als
Erstlinientherapie zugelassen (Da Fonseca et al. 2020). Aufgrund der hohen genetischen
Heterogenitét in hepatozellularen Karzinomen kommt es héufig zu primdrem und sekundarem
Therapieversagen bei Sorafenib (Cabral et al. 2020). Daher sind Kombinationstherapien, die
alternative Signalwege angreifen, von Nutzen (Tang und Lu 2018). Das Konzept der
Kombination von beispielsweise TKIs mit ABT-199 stellt ein allgemein aktives Prinzip eines
tumoragnostischen Wirkmechanismus dar. Eine entsprechende Kombination mit ABT-199
konnte nicht nur in den hier analysierten Tumor-Zelllinien Anwendung finden, sondern auch in
kolorektalen oder hepatozellularen Karzinomen. Dabei wiirde ABT-199 die Tumorzellen fr die
entsprechenden Zytostatika der Erstlinientherapie sensitivieren. Fiur diese Sensitivierung ist

nicht nur die BCL-2-Inhibition ausschlaggebend, sondern zusétzlich ware der Off-Target-Effekt
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von ABT-199 ein groRer Vorteil fir die Therapie, da Veranderungen im mitochondrialen

Metabolismus unabhé&ngig vom Signalweg der TKls oder der BH3-Mimetika sind.

Die Identifizierung von prognostischen Markern fir bestmdgliche personalisierte
Therapieansétze bleibt ein groRes Ziel der translationalen Onkologie. Der hier mittels
Spearman’s-Korrelationsanalysen ermittelte prognostische Marker BCL--xL koénnte als
klinisch relevanter Marker dienen. Nicht nur die Kombination aus ABT-199&BTZ kdnnte ein
Therapieansatz in der Klinik sein, sondern auch die Kombination mit BCL-xL-Antagonisten
konnte ein therapeutisches Fenster schaffen. Es wird erwartet, dass dieses Molekdl in der
Abbildung als Biomarker und mdgliches Zielmolekil zur Verbesserung der Zelltod-Induktion
und der ABT-199-Sensitivitat dienen konnte, um unter anderem ABT-199-Resistenz zu
Uberwinden. BCL-xL scheint in dem in dieser Arbeit verwendeten Modell, bei dem NOXA die
anti-apoptotische Funktion von MCL-1 neutralisiert und BCL-2 durch ABT-199 inhibiert wird,
ausschlaggebend fiir die Apoptose-Sensitivitdt zu sein und konnte weiterhin fir Resistenz
gegen Inhibitoren fir BCL-2 oder MCL-1 relevant sein. Zielfihrende Experimente sollten mit
Tumorzelllinien mit hoher basaler BCL-xL-Expression durchgefiihrt werden und die
ABT-199&BTZ-vermittelte Zelltod-Induktion im Vergleich zu einer Kombination aus ABT-199

und einem BCL-xL-Inhibitor untersucht werden.

Gegenwartig ist nur ein unvollstandiges Verstandnis des therapeutischen Potentials von
ABT-199&BTZ als Ausloser des Zelltods bekannt. Als Schlissel zur weiteren Aufdeckung
dieses Potentials ware weiterhin wichtig, einen gré3eren Ansatz an charakterisierten Zelllinien
fur die Korrelationsanalyse zu verwenden. Idealerweise wéare eine Ausweitung auf
Primarmaterial wiinschenswert, um identifizierte ausschlaggebende BCL-2-Proteine aus
Zelllinien-Daten fur die Korrelation von Proteinexpression und ABT-199&BTZ-vermitteltem
Zelltod zu bestétigen. Da sicherlich auch andere Stresssignalwege einen Einfluss auf die
Wirkung von ABT-199&BTZ haben, sollte eine Ausdehnung auf weitere potentielle
Gene/Proteine  stattfinden.  Differenzielle = Genexpressionsanalyse  mittels  RNA-
Sequenzierungen von Zelllinien/Primarmaterial und die Verwendung von PDX-Modellen
sollten fur weitere Untersuchungen, welche Voraussetzungen fir eine Korrelation der
Proteinexpression und dem ABT-199&BTZ-vermittelten Zelltod gegeben sein missen, in

Betracht gezogen werden.

Zudem sollten klinische Studien von Patienten mit Sarkomen oder in grél3erem Mal3stab von
Patienten mit soliden Tumoren in Erwdgung gezogen werden. Anhand der
Genexpressionsanalyse der Probanden kann mit ABT-199 und dem identifizierten
prognostischen Marker (bspw. einem spezifischen Inhibitor gegen BCL-2, BCL-xL oder
MCL-1) individuell behandelt werden, sodass ein verbessertes Therapieansprechen erreicht

werden kann.
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8. Fazit und Ausblick

Die in dieser Arbeit prasentierten Daten zur Zelltod-Induktion und der abgeleitete molekulare
Mechanismus einer Transaktivierung von NOXA sind in Abbildung 41 zusammengefasst und
wurden erfolgreich publiziert (Weller et al. 2022). Zum ersten Mal konnte gezeigt werden, dass
der spezifische BCL-2-Inhibitor ABT-199 das BH3-only Protein NOXA durch Induktion der zwei
Transkriptionsfaktoren ATF3 und ATF4 Uber die ISR transaktiviert. Des Weiteren belegen die
Ergebnisse, dass NOXA in diesem System TP53-unabhangig reguliert wird. Zusatzlich zur
BCL-2-Inhibition vermittelt ABT-199 die Transaktivierung von NOXA und antagonisiert
hierdurch MCL-1. Somit besitzt ABT-199 einen doppelten Effekt i) durch die direkte Inhibition
von BCL-2 und die daraus resultierende Aktivierung der BCL-2-BAX-Achse und ii) durch die
Aktivierung der MCL-1-BAK-Achse mittels Transaktivierung von NOXA. Durch gleichzeitige
Proteasom-Inhibition (Uber BTZ, CFZ oder 1XZ) wird die NOXA-Degradierung reduziert und
die durch ABT-199&PI-vermittelte Apoptose-Induktion verstarkt.

Proteasom-Inhibitoren
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Abbildung 41: Postulierter Mechanismus der durch ABT-199&PIl-vermittelten
synergistischen Zelltod-Induktion durch Transaktivierung von NOXA. Neben der TP53-

abhangigen Stabilisierung des BH3-only Proteins NOXA wird der proteasomale Abbau von
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NOXA durch Proteasom-Inhibition (Uber BTZ, CFZ oder IXZ) verhindert. ABT-199 blockiert die
anti-apoptotische Aktivitat von BCL-2 und erlaubt BAX-Aktivierung. Zusatzlich wirkt ABT-199
auf die Atmungskette und reduziert die Aktivitat der Komplexe | und Il — dies resultiert in
metabolischem Reprogramming (reduktiver Carboxylierung) mit einhergehender Aktivierung
der ISR. Gesteigerte Expression an ATF4 und ATF3 vermittelt die Transaktivierung von
PMAIP1/NOXA, welches die anti-apoptotische Aktivitat von MCL-1 inhibiert und zur BAK-
Aktivierung beitragt. Die aktiven Effektorproteine BAX und BAK oligomerisieren in der auf3eren
Mitochondrienmembran, fihren zur mitochondrialen AufRenmembran-Permeabilisierung
(MOMP) und leiten durch Freisetzung von Cytochrom ¢ und Aktivierung der Caspasen die
intrinsische Apoptose ein ((Weller et al. 2022), mit BioRender.com erstellt).

Tumore erwerben haufig Resistenz gegeniber Therapeutika durch die Akkumulation
protektiver Mutationen mit Auswirkung auf Downstream-liegende Signalmolekile oder auf
parallel existierende Signalwege.

Des Weiteren entwickeln viele Tumore intrinsische BH3-Mimetika-Resistenz und steuern
durch Uberexpressionen anti-apoptotischer Proteine wie BCL-2, MCL-1 oder BCL-XL einer
effektiven Therapie entgegen (Wuilleme-Toumi et al. 2005). Es ist von grof3er Wichtigkeit, dass
eine Therapie mdglichst viele Tumor-Entitdten (inter-individuell) bzw. die Heterogenitat
innerhalb individueller Tumoren anspricht. Diese Voraussetzung erfillt die Kombination von
ABT-199 mit PIs. Die hier demonstrierte synergistische Zelltod-Induktion von ABT-199&BTZ
konnte sowohl in Zelllinien und Zellen aus verschiedenen Weichteil-Sarkomen (SW982, RD
und SK-LMS) als auch in Zelllinien anderen Ursprungs wie Lungenkrebs (H1299/WT,
H1299/TP53) (Abbildung 28) oder kolorektalem Krebs (HCT116/WT) (Abbildung 23)
nachgewiesen werden (Weller et al. 2022).

Durch Medikamenten-Kombinationen aus ABT-199&PI kdnnten therapeutische Erfolge erzielt
werden, die sowohl Zelltyp- als auch TP53-unabhangig sind. Des Weiteren konnte die
Medikamenten-Kombination aus ABT-199&PI fir Krebsarten, die nicht zielgerichtet
therapierbar sind (Corless et al. 2002; Corless et al. 2005), auf der Grundlage relevanter
Expressionsmarker angewandt werden. Der hier entdeckte Effekt der Transaktvierung von
NOXA und des metabolischen Reprogrammings durch ABT-199 konnte sogar BCL-2
unabhéngig verwendet werden, um solide Tumoren ohne BCL-2-Uberexpression durch
Aktivierung der ISR fur andere Therapeutika empfindlich zu machen oder sogar autark zu

wirken.

Der hier postulierte synergistische Mechanismus zeigt, dass ,Off-Target“Effekte auch als
Therapiemdglichkeit in Betracht gezogen werden kdnnten. Haufig werden vielversprechende
Medikamenten-Kombinationen aus der Forschung in klinischen Studien wieder verworfen, da
die Kriterien zur Auswahl der Probanden (beispielsweise Genexpressionsanalysen der

Tumore oder Treibermutationen) eine unzureichende Determinante fur die effiziente Wirkung
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getesteter Therapeutika sind. In der Regel werden jedoch alternative Wirkmechanismen/Off-
Target-Effekte der Therapeutika nicht in Betracht gezogen. Klinisch relevante Marker, die eine
Vorhersage fir eine bestimmte Therapie zulassen, sind von enormem Interesse, unter
anderem, um ineffiziente, gegebenenfalls kostenintensive Therapien, die moglicherweise die
Lebensqualitat herabsetzen, auszuschlie3en. Als prognostischer Marker fir die Kombination
ABT-199&BTZ ist BCL-xL relevant - inwieweit BCL-2 oder MCL-1 auch prognostische Marker
und damit interessant fur Therapien mit BCL-xL-Inhibitoren sind, muss im Rahmen zukinftiger
Arbeiten beantwortet werden.
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13. Anhang

13.1 Laborgeréate

Tabelle 17: Allgemein verwendete Laborgerate

Laborgerat/Bezeichnung

Hersteller

Abzug - GAP.125.300.085
Autoklaven:

TOMY SX-700E

Varioklav Typ 500
Brutschranke - Binder 09-10521
COz-Inkubatoren:

Binder BC150 #04-73042
Binder CB150 E3

HERAcell 150 Heraeus
HERAcell 240i

Dispenser HandyStep electronic 1 pL - 50
mL

Einfrierbox 5100 Cryo 1 °C Freezing
container

Eismaschine - WESSAMAT perfect ice
Flake-Line

Flussigstickstofftank - Cryotherm APOLLO
Gefrier- und Kuhlschranke:

Bosch KK20-90

Bosch KK-79

Bosch KS-110

Liebherr Logger 16-S3 KK-114
Liebherr MEDIline KK100
Medilab KS-86

Gelkammer Mini-Protean Tetra Cell

Glaswaren - Erlenmeyerkolben,
Flaschen, Messzylinder,
Becherglaser, Trichter

Heizblock Techne Dri-Block DB-2A

Heizblock und Schittelinkubator:
Thermomixer Comfort 5355

Asecos GmbH, Griindau, DE

TOMY Digital Biology Co., LTD., Tokyo,
JPN
H + P Labortechnik GmbH,

Oberschlei3heim bei Miinchen, DE

Binder GmbH, Tuttlingen, DE

Binder GmbH, Tuttlingen, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Brand GmbH + Co. KG, Wertheim, DE

Nalge Nunc International
Rochester, New York, USA

WESSAMAT Eismaschinenfabrik GmbH,
Kaiserslautern, DE

Cryotherm GmbH & Co. KG, Kirchen/Sieg,
DE

Corporation,

Robert Bosch Hausgerate GmbH, Miinchen,
DE

Robert Bosch Hausgerate GmbH, Miinchen,
DE

Robert Bosch Hausgerate GmbH, Miinchen,
DE

Liebherr-Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen, DE

Liebherr-Hausgerate GmbH,
Ochsenhausen, DE

EWALD Innovationstechnik GmbH,
Rodenberg, DE

Bio-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
DE

VWR International GmbH, Erlangen, DE

Techne LTD. Duxford Cambridge, U.K.

Eppendorf AG, Hamburg, DE
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Hellfeldmikroskope:

Leica DMIL LED

OLYPMUS CKX41

Magnetruhrer - IKA RET basic

Minifugen - Corning LSE Mini
Microcentrifuge 6766/C1501EU
Netzteile fir Gelelektrophorese:

Electrophoresis Power Supply PEQLAB

EV231
Power PAC 1000

Power PAC 200

pH-Meter - Lab 850
PCR Thermocycler:
C1000 Touch Thermal Cycler

ProFlex PCR System 10A, 250VAC
Veriti 96-Well Thermal Cycler 9902

Pipettierhilfen - Pipetboy acu
Rollenmischer:

RM5 Assistent 348
RS-TRO5

Schittelinkubator Innova 42 Ink Shaker

Schuttler Mixing Block MB-102
Sterilbanke:

HERAsafe KS 12

UVF 6.18 S

Stickstofftanks:

Cryotherm BIOSAFE

Tiefkiihllagerschranke (-20 °C):
BOSCH economic GSL3517 TK20-17
Bosch Logger 16-S4 TK20-125
Tiefkuhllagerschranke (-80 °C):
CryoCube F F740bi TK80-107

SANYO VIPTM Series

U725 Innova TK80.112

Trockenschrank - Memmert
Vakuumabsaugpumpen:
VACUSAFE 158310
VACUSIP

Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH,
Wetzlar, DE

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
DE

IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen, DE
Corning Incorporatedcostar, Corning, New
York, USA

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
giE-Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
giltz)—Rad Laboratories GmbH, Feldkirchen,
gcl:zhott Instruments, Mainz, DE

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, DE
Applied Biosystems Waltham,
Massachusetts, USA

Applied Biosystems Waltham,
Massachusetts, USA

INTEGRA Biosciences GmbH, Biebertal,
DE

Karl Hecht GmbH & Co KG, Sondheim vor
der Rhon, DE

Phoenix Instrument, Garbsen, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Biozym Scientific GmbH, Oldendorf, DE

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
BDK GmbH, Sonnenbihl-Genkingen, DE

Cryotherm GmbH & Co. KG, Kirchen/Sieg,
DE

Robert Bosch Hausgerate GmbH, Miinchen,
DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE

EWALD Innovationstechnik GmbH,
Rodenberg, DE

New Brunswick Scientific, Edison, New
Jersey, USA

Memmert GmbH + Co. KG, Schwabach, DE

INTEGRA Biosciences AG, Zizers, CH
INTEGRA Biosciences AG, Zizers, CH
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Vortexer:
Analog Vortex Mixer

Corning LSETM 6776

Reax top

VF2

Waagen:

Kern GS4100-2

XS4002S DeltaRange
Wasseraufbereitung - Milli-Q Integral 10
Wasserbad:

ED Einhangethermostat

Lauda 012T

Zentrifugen:
Biofuge 13
Centrifuge 5415 D
Centrifuge 5415 R
Centrifuge 5417C

Hettich Universal 32 Typ 1605

Hettich Universal 320 R Typ 1406

OPTIMATM L-100 XP Ultrazentrifuge
Sorvall Superspeed RC2-B

13.2 Verbrauchsmaterialien

VWR International GmbH, Darmstadt, DE

Corning Incorporated costar, Corning, New
York, USA

Heidolph Instruments GmbH & Co. KG,
Schwabach, DE

Janke & Kunkel IKA®-Labortechnik, Staufen
im Breisgau, DE

VWR International GmbH, Darmstadt, DE
Mettler-Toledo GmbH, GielRen, DE
Millipore, Temecula, CA, USA

Labortechnik, Burgwedel, DE

Lauda Dr. R. Wobser GmbH & Co. KG,
Lauda-Konigshofen, DE

Heraeus, Hanau, DE

Eppendorf AG, Hamburg, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE
Eppendorf AG, Hamburg, DE

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, DE

Andreas Hettich GmbH & Co. KG,
Tuttlingen, DE

Beckman Coulter, Brea, USA

Hormuth Vetter GmbH, Heidelberg, DE

Tabelle 18: Allgemein verwendete Verbrauchsmaterialien

Bezeichnung

Hersteller

96-Well Platte, weil3, Flachboden

Combitips advanced (0,1 mL)
Einmalimpfoésen (10 yL)
Einmalinjektionskanulen

Einmalspritzen (5- 10- und 50 mL)
Einweg Latex Untersuchungshandschuhe
Nuklease-freies Wasser

Pasteurpipetten

PCR-ReaktionsgefalRe (0,2 mL)

Petrischalen (@ 10 cm)

Petrischalen fur die Zellkultur (¢ 10 cm)
Pipettenspitzen mit Filter (10/20 uL, 200 pL
und 1000 pL)

Thermo Fisher Scientific Nunc, Roskilde,
DNK

Eppendorf AG, Hamburg, DE

Carl Roth, Karlsruhe, DE

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE
B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE

VWR International GmbH, Darmstadt,
DE

Qiagen GmbH, Hilden, DE
Hirschmann Laborgeréate GmbH & Co.
KG, Eberstadt, DE

VWR International GmbH, Darmstadt,
DE

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, DE
Greiner Bio One, Frickenhausen, DE

Rainin, Giel3en, DE
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. . . VWR International GmbH, Darmstadt,
Pipettierreservoir

DE
Reaktionsgefalle (1,5 mL und 2 mL) Eppendorf AG, Hamburg, DE
Reaktionsgefalle FACS (5 mL) Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, DE
Rotilabo-Spritzenfilter, CA, steril, 0,20 um VWR International GmbH, Darmstadt,
PorengroiRe DE

Corning Incorporated costar, Corning,
New York, USA
GE Healthcare Life Science, Freiburg,

Serologische Pipetten (5-, 10-, 25- und 50 mL)

Whatman-Papier

Wippschuttler GFL 3013 (DBIEL Burgwedel, DE

Zellkulturflaschen (25-, 75-, 175 cm?) (DBIrEeiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24- und 96-Well; Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Flachboden) DE

gglrlr:ﬁ?ktor-Zentrifugenrdhrchen (15 mL und Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, DE
Zellkulturplatten (6-, 12-, 24- und 96-Well; Greiner Bio One GmbH, Frickenhausen,
Flachboden) DE

gglrlr:ﬁflktor-Zentrifugenrdhrchen (15 mL und Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht, DE
Zellschaber (25 mm) Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht, DE

13.3 Rolle der Effektorproteine BAK und BOK
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Abbildung 42: Knock-Down von BOK in SW982/BAKX® bzw. Knock-Down von BAK in
SW982/BOKKC zeigte keinen ersichtlichen Einfluss auf die Zelltod-Induktion. Nach
erfolgreicher Transfektion von BAK oder BOK am Vortag wurden die SW982/BAKKC bzw.
SW982/BOKK® mit 15 pM ABT-199 und 5 nM BTZ fur weitere 24 h inkubiert und anschlieRend
mittels Durchflusszytometer die Annexin V-APC* Zellen bestimmt. siBOK fihrte in den
SW982/BAKKC-Zellen zu einer Zelltod-Reduktion um ~5%, wahrend es bei siBAK in den
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SW982/BOKKO-Zellen zu ~16% reduzierter Annexin V-APC* Zellen kam. Gezeigt ist der
Mittelwert £ SD; n=3.

13.4 Der ISR-Inhibitor ISRIB hemmt die durch die ABT-199&BTZ-
aktivierte ISR nicht
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Abbildung 43: Der ISR-Inhibitor ISRIB zeigt keine effiziente Abschwachung der ISR und
der damit einhergehenden Zelltod-Induktion. A-C) SW982/WT-Zellen wurden mit
15 uM ABT-199 und/oder 5 nM BTZ (+10 puM Q-VD-OPh) in Co-Applikation mit 200 nM ISRIB
fur 8 h inkubiert. Die Expression von ATF3, ATF4 und PMAIP1 wurde mittels qRT-PCR
bestimmt. Die geringe Reduktion der durch ABT-199 hervorgerufenen Induktion an ATF3 und
ATF4 bei Anwesenheit von ISRIB zeigte einen limitierten Effekt des Inhibitors ISRIB bei der
transkriptionellen Induktion von ATF3&ATF4 und PMAIP1. Die ABT-199&BTZ-vermittelte
Induktion von ATF3, ATF4 und PMAIP1 wurde durch ISRIB nicht verlangsamt. D und E) Fur
die Rolle von ISRIB bei der Zelltod-Induktion wurden SW982/WT  mit
15 uM ABT-199 + 5 nM BTZ fur 24 h inkubiert und der Zelltod mittels Durchflusszytometrie
Uber eine Annexin V-APC und TMRM-Farbung bestimmt. Auch hier konnte ISRIB den Zelltod
nicht beeinflussen, was die Annexin V-APC* und TMRM®"-Werte mit tiber 90% bestatigten.
Gezeigt ist der Mittelwert £ SD von vier (A-C) bzw. drei (D und E) unabh&ngigen Experimenten.
F und G) Fur die Beeinflussung von ISRIB auf die Proteinexpression wurden SW982/WT-
Zellen fur 8 h und 48 h mit 15 uM ABT-199 + 5 nM BTZ (+10 pM Q-VD-OPh) in Anwesenheit
von 200 nM ISRIB inkubiert und geerntet. In Ubereinstimmung mit Literaturdaten ergab die
Proteinexpressions-Analyse eine Akkumulation von (P)-elF2a in Anwesenheit von ISRIB bei
Inkubation mit ABT-199&BTZ, die mit abgeschwdachter Translation von ATF4 einherging. Die
erhdhte (P)-elF2a-Expression wurde nach 48 h durch die Aktivitit der Dephosphatase
GADD34 wieder gesenkt. Uberraschenderweise konnte der ISRIB-Inhibitor die ISR und die
damit einhergehende Induktion von ATF3, ATF4 und NOXA nicht abschwachen. ISRIB zeigte
ein limitiertes Wirkungs- und Zeitfenster auf die ISR und somit auf die Expression von
induziertem ATF3, ATF4 und NOXA. Dargestellt ist ein reprasentatives Ergebnis von
mindestens zwei unabhangigen Western Blot Analysen, wobei B-AKTIN als Ladekontrolle
diente.
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13.5 Detektion

verschiedener
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Abbildung 44: Die Proteinexpressionen von MCL-1, BCL-xL, BCL-2 und NOXA zeigen
Unterschiede in den verschiedenen Krebs-Zelllinien. Fir die Bestimmung der basalen
Proteinexpressionen wurden die 12 Zelllinien (SW982/WT, RD, SK-LMS, H1299/WT,
H1299/TP53, A549, NTERA, OV3, OV4, OV8, MCF-7.3.28 und HCT116/WT) mit bzw. ohne
15 uM ABT-199 (+10 uM Q-VD-OPh) fur 8 h inkubiert und mittels Western Blot analysiert.
Sowohl die basalen Proteinexpressionslevel von MCL-1, BCL-xL, BCL-2 und NOXA als auch
die NOXA-Expression in Anwesenheit von ABT-199 wurden zur Korrelationsanalyse mittels
Spearman’s herangezogen. A und B) Dargestellt sind zwei unabhangige Western Blot
Analysen der 11 Krebs-Zelllinien, wobei B-AKTIN als Ladekontrolle diente. C und D)
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Dargestellt sind zwei unabhangige Western Blot Analysen der HCT116/WT Krebs-Zelllinie,
wobei B-AKTIN als Ladekontrolle diente. Die mit einem Kasten Uberdeckten Western Blot
Lanes sind Proben von Zelllinien, die nicht zur Spearman-Korrelations-Analyse herangezogen

wurden.
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