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EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Tumormerkmale - Hallmarks of Cancer

Die Zahl der Tumorerkrankungen steigt weltweit an. Dies liegt unter anderem an einer immer
dlter werdenden Bevolkerung (bessere medizinische Versorgung) sowie unseren veranderten
Lebensgewohnheiten (z.B. Rauchen und schlechte Erndhrung). Tumorerkrankungen gehdren
dabei zu den haufigsten Todesursachen und zu den bedeutendsten Faktoren, die die
Lebenserwartung einschranken [1,2]. Im Laufe der Tumorgenese erwerben Tumorzellen
verschiedene Merkmale, die sie von gesunden Zellen unterscheiden. Im Jahr 2000 wurden
durch Hanahan und Weinberg sechs sogenannte , Hallmarks of Cancer” postuliert. Durch
Forschung und daraus gewonnenen neuen Erkenntnissen werden diese Hallmarks immer
wieder neu definiert und erweitert. 2022 postulierte Hanahan insgesamt 14 Tumormerkmale
(Abbildung 1) [3].

Tumorzellen verfigen Uber die Fahigkeit zur anhaltenden Proliferation. Um dies zu
gewahrleisten kdnnen maligne Zellen unterschiedliche Fahigkeiten erwerben. So kdnnen sie
beispielsweise selbst Wachstumsstimulatoren produzieren oder Signale aussenden, um die
Produktion von Wachstumsfaktoren durch das tumorassoziierte Stroma zu induzieren [4].
Ebenso konnen durch Defekte in Riickkopplungsmechanismen, welche normalerweise zur
Signaldampfung oder zum Aufrechterhalten der Homdostase dienen, proliferative
Signalweiterleitungen verstarkt werden. So besitzen z.B. 40% alle Melanome Mutationen im
B-Raf-Protein, was zu einer konstitutiven SignallUbertragung durch den MAP-Kinase-Weg
flihrt. Dadurch kommt es zu einer erhéhten oder unkontrollierten Zellproliferation [5]. Am
haufigsten ist die V600E Punktmutation im BRAF, diese kommt bei ca. 80% aller BRAF
mutierten Melanome vor [6]. Ein weiteres Protein aus dem MAP-Kinase-Weg, das haufig
Mutationen aufweist, stellt Ras dar. Mehr als 30% aller menschlichen Tumorentitdten weisen
onkogene Mutationen in RAS-Genen auf [7].

Weiterhin kdnnen Mutationen in der katalytischen Untereinheit der PI3-Kinase zu einer
Hyperaktivierung des PI3K/Akt-Signalwegs fiihren, wodurch es unter anderem zu einer
gesteigerten Proliferationsrate kommt [4]. Um ihre fortwahrende Proliferation gewahrleisten
zu kénnen, besitzen Tumorzellen zudem die Moglichkeit Wachstumsinhibitoren zu umgehen.

Zu diesem Merkmal tragen viele sogenannte Tumorsuppressoren wie RB und p53 bei. Diese
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limitieren normalerweise das Zellwachstum sowie die Zellproliferation. Aufgrund fehlender
Funktionen von Zellzyklus Proteinen kann es so zu unaufhorlicher Zellproliferation kommen.
Ein weiteres entscheidendes Merkmal ist die Resistenz gegeniiber der Zelltodinduktion von
Tumorzellen. So besitzen Tumorzellen eine Vielzahl von Strategien, um die Apoptose
einzuschranken oder ihr zu entgehen.

Einerseits kann die Expression von anti-apoptotischen Regulatoren (Bcl-2, Bcl-X.) oder
Uberlebenssignalen (Igf1/2) erhéht oder andererseits die Expression von pro-apoptotischen
Faktoren (Bax, Bim, Puma) herunterreguliert sein [3,8]. Auch eine abnormale MAP-Kinase
Signaltbertragung kann zu einer Resistenz gegeniber Apoptose flihren [5,9].

Daneben kann der Verlust des p53-Tumorsuppressors die Induktion der Apoptose verhindern.
Ebenfalls konnen Mutationen in TP53 zur Tumorentstehung beitragen. So ist TP53 das am
haufigsten mutierte Gen bei allen menschlichen Tumorarten [10]. p53 wird auch , Wachter
des Genoms ” genannt, es reguliert verschiedene zellulire Signalwege, die am Uberleben der
Zelle, an der DNA-Reparatur, der Apoptose und der Seneszenz beteiligt sind [11,12]. Durch
Mutationen im TP53 kommt es zum Verlust seiner physiologischen Funktion [12].

Bei den meisten p53-Mutationen handelt es sich um Missense-Mutationen, bei dem nur eine
einzige Aminosaure im Vergleich zum Wildtyp ausgetauscht ist. Die meisten Mutationen
treten in der DNA-Bindungsdomane von p53 auf, was die Transkriptionsaktivitat von p53
beeintrachtig [13]. Ebenfalls kann es zur Deletion von p53 kommen, was z.B. die Expression
von Myc verstarkt [14]. Bei Myc handelt es sich um eine Onkogen, welches die Tumorgenese
von vielen Tumorentitdten im Menschen fordert [15].

Neben dem Verlust der tumorsuppressiven Funktion vom Wildtyp p53 konnen neue onkogene
Aktivitditen von mutierten p53 erworben werden. Dadurch wird das Voranschreiten der
Tumorerkrankung geférdert. Wird die Funktion oder Expression von Wildtyp-p53
wiederhergestellt kann die Tumorprogression verringert werden [14].

Es ist bekannt, dass maligne Zellen ein unbegrenztes Replikationspotential bendtigen, um
makroskopische Tumore zu bilden. So konnen Zellen aus krisenhaften Populationen
hervorgehen und ein unbegrenztes Replikationspotential entwickeln. Dieser Ubergang wird
als Immortalisierung bezeichnet. Telomere scheinen dabei eine entscheidende Rolle zu
spielen. So sind Telomerasen - DNA-Polymerasen, die Telomer-Wiederholungssegmente an
die Enden der telomeren DNA anfligen — in 90% immortalisierter Zellen in funktionellen

Mengen exprimiert. Eine vorhandene Telomerase-Aktivitdt ist weiterhin mit einer Resistenz

2
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gegen die Induktion von Seneszenz oder Apoptose verbunden [4]. Um ihren erhohten
Nahrstoffbedarf decken zu kénnen, kommt es in Tumorzellen zu einem sogenannten
»angiogenic switch” der das normalerweise ruhende Gefal3system aktiviert und fir die Bildung
neuer Gefdlle sorgt. Die bekanntesten Angiogenese-Induktoren und -Inhibitoren sind der
vaskulare endotheliale Wachstumsfaktor-A (VEGF-A) und Thrombospondin-1 (TSP-1). Das
VEGF-A Gen ist ein Mitglied der PDGF/VEGF Wachstumsfaktorfamilie und ist sowohl fir die
physiologische als auch pathologische Angiogenese essenziell [4,16]. Bei TSP-1 handelt es sich
um einen Tumorsuppressor der die Angiogenese inhibiert [17,18]. Diese neu entstandenen
GefaRe tragen zum Wachstum des Tumors bei. Ein weiteres Merkmal von Tumorzellen ist ihre
Fahigkeit zur Invasion und Metastasierung. Dies kann unter anderem durch den Verlust von
E-Cadherin, einem wichtigen Zell-Zell-Adh&sionsmolekiil, in Karzinomzellen zustande
kommen. Maligne Zellen gewinnen so die Fahigkeit in anderes Gewebe einzudringen und
Metastasen zu bilden. Dies erschwert die Behandlung dieser Erkrankung enorm.

Haufig kommt es durch Veranderungen im Genom zur Entstehung einer Tumorzelle. Mutierte
Genotypen kdnnen zu einem Selektionsvorteil fiihren, wodurch sich diese Zellen ausbreiten
und schlief8lich die lokale Gewebeumgebung dominieren. Oftmals sind Signalwege, welche
normalerweise die genomische Integritat Gberwachen, in Karzinomzellen beeintrachtigt,
wodurch die Mutationsrate erhdht wird [4]. Als ,,Wachter des Genoms” kommt p53 eine
zentrale Bedeutung zu. Daneben gibt es ebenfalls Belege daflir, dass epigenetische
Veranderungen zum Erwerb von charakteristischen Tumorfdhigkeiten beitragen kdénnen
[4,19]. Zu epigenetischen Verdanderungen zdhlen DNA-Methylierungen oder
Histonmodifikationen, welche die Expression von Genen beeinflussen [19]. Die Methylierung
der DNA fiihrt hierbei zu einem Gen-Silencing [20]. Histonmodifikationen hingegen kénnen
sowohl zur Uberexpression als auch zu Herunterregulation eines Gens fiihren [21,22].
Weiterhin koénnen Entziindungen zur Tumorentwicklung beitragen, indem sie der
Mikroumgebung des Tumors bioaktive Molekile zufiihren. Dazu zdhlen z.B.
Wachstumsfaktoren, die proliferative Signale aufrechterhalten oder Uberlebensfaktoren, die
den Zelltod begrenzen. Weiterhin kdnnen pro-angiogene Faktoren oder extrazellulare Matrix-
modifizierende Enzyme, die Angiogenese, Invasion und Metastasierung erleichtern. Ebenso
kénnen induktive Signale zur Aktivierung eines epithelial-mesenchymalen Uberganges und

anderer Tumormerkmal-fordernder Programme flihren [4,23].
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Neben der chronischen und oft unkontrollierten Zellproliferation kommt es ebenfalls zu einer
Anpassung des Energiestoffwechsels, um das Zellwachstum und die Zellteilung zu férdern.
Dies ermoglicht es der proliferierenden Zelle, Nahrstoffe wie Glukose effizienter in Biomasse
umzuwandeln, indem sie eine unndtige katabolische Oxidation zu Kohlendioxid vermeidet,
Kohlenstoff-Kohlenstoff-Bindungen bewahrt und den Anabolismus fordert [24].

Maligne Zellen bevorzugen auch in Gegenwart von Sauerstoff Glykolyse als
Energiegewinnungsoption, auch bezeichnet als ,aerobe Glykolyse” oder Warburg-Effekt.
Haufig wird der Glukosetransporter GLUT1 in Tumorzellen hochreguliert, um den
Glukoseimport ins Zytoplasma zu erhéhen. Daneben kdnnen Tumorzellen der Zerstérung
durch das Immunsystem entgehen, indem sie beispielsweise infiltrierende CTLs und NK-Zellen
lahmen, durch Ausschiittung immunsuppressiver Faktoren wie z.B. TGF-f [4].

Ein weiteres Merkmal von Tumorzellen ist ihre phanotypische Plastizitat. Dies beschreibt die
Fahigkeit der terminalen Differenzierung zu umgehen bzw. auch umzukehren. So kénnen
Karzinomzellen aus gesunden Zellen hervorgegangen sein, indem sie sich wieder in eine
Vorlauferzelle zurickdifferenzieren. Zusatzlich gibt es zunehmend Beweise dafiir, dass ein
verandertes Mikrobiom zur Tumorentstehung beitragt. So kénnen Mikroorganismen,
hauptsachlich Bakterien, eine schiitzende oder schadliche Auswirkung auf die
Tumorentwicklung, das Fortschreiten der Erkrankung oder auch auf das Therapieansprechen
haben. Ein Beispiel hierfir bietet die Entwicklung eines Gallengangkarzinoms. Durch eine
Darmdysbiose konnen Bakterien durch die Pfortader zur Leber gelangen. Dadurch werden
Hepatozyten stimuliert Chemokine wie CXCL1 zu exprimieren welche MDSCs rekrutieren, um
so der Immunzerstorung zu entgehen. Weiterhin kdnnen z.B. Bakterien, die an der Oberflache
von Dickdarmepithelzellen binden und Ligandenmimetika produzieren, die epitheliale
Proliferation stimulieren.

AuBerdem gibt es immer mehr Belege dafiir, dass in bestimmten Zusammenhangen
seneszente Zellen die Tumorentwicklung und das Fortschreiten der Erkrankung stimulieren.
So konnte gezeigt werden, dass seneszente Tumorzellen zu proliferativen Signalen beitragen,
die Apoptose verhindern, die Angiogenese induzieren, sowie die Invasion und Metastasierung
stimulieren. Weiterhin kdnnen seneszente Tumorzellen diesem Stadium der Seneszenz

entkommen und so unter anderem zu Therapieresistenzen fiihren [3].
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Abbildung 1: Hallmarks of Cancer. Die erweiterten Hallmarks of Cancer nach Hanahan [3]

1.2 Tumorerkrankungen des Gastrointestinaltraktes

1.2.1 Das hepatozellulidre Karzinom

Lebertumore gehoren zu den am sechshaufigsten diagnostizierten Tumorentitdaten und zu den
Malignomen mit der dritthochsten Sterblichkeitsrate weltweit (Abbildung 2). Das
hepatozellulare Karzinom (engl. hepatocellular carcinoma (HCC)) ist dabei die haufigste

Tumorentitat der Leber [1,25].
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Abbildung 2: Verteilung der Inzidenzen und Mortalitaten fir die 10 haufigsten Tumorentitaten im
Jahr 2020 nach Sung et al. [1].

Chronische Infektionen mit Hepatitis B und C Viren (HBV und HCV) sind dabei die haufigsten
Risikofaktoren flir Lebertumore weltweit [25-27]. So kdnnen 54% der diagnostizierten HCC-
Falle auf eine HBV-Infektion und 31% der HCC-Fille auf eine HCV-Infektion zuriickgefiihrt
werden [28]. Andere relevante Faktoren, die das HCC beglinstigen, sind UbermaRiger
Alkoholkonsum, Tabak, Ubergewicht, Diabetes, das metabolische Syndrom und Exposition
gegeniber Aflatoxin [25,28—-31].

Die Anzahl an Lebertumor-Erkrankungen ist Uber die letzten zwei Jahrzehnte stark
angestiegen (44,6%), dies ist begriindet mit der Zunahme von Diabetes und Adipositas und
mit der weltweit steigenden Inzidenz des metabolischen Syndroms [1,32,33]. Alle diese
Faktoren beglinstigen die Entwicklung einer Leberzirrhose, einer der Hauptrisikofaktoren fiir
die Entstehung eines HCCs [28]. Studien haben gezeigt, dass ca. 8% aller Patienten mit einer
Leberzirrhose ein HCC entwickeln [34].

Die Leberzirrhose beginnt mit einer Fetteinlagerung in die Hepatozyten. Es kann zwischen
einer alkoholischen Fettlebererkrankung und einer nichtalkoholischen Fettlebererkrankung
(NAFLD), die sich zu einer nicht-alkoholischer Steatohepatitis (NASH) entwickeln kann,
unterschieden werden. Eine NASH ist durch Steatose, Entziindungen, degenerative

Veranderungen und Fibrose gekennzeichnet [28].
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Mit Fortschreiten der Erkrankung kommt es zur Entstehung von Narbengewebe in der Leber
und Entziindungssignale werden ausgesendet. Mit der Zeit nimmt die Fibrose zu und es
kommt zu immer mehr Entziindungssignalen und zur Zellschrumpfung in der Leber. Es
entwickelt sich eine Zirrhose [35]. In diesem Stadium ist die Leber besonders anfallig fir
genomische Instabilitdten, einem wichtigen Hallmark of Cancer [4,28]. AuRerdem ist es
wahrscheinlicher, dass Hepatozyten somatische Mutationen, epigenetische Veranderungen
und Genumlagerungen ansammeln, welche die Tumorprogression vorantreiben. Dies kann
unter anderem durch HBV und HCV-Viren initiiert werden, indem die Viren entweder in das
Wirtsgenom integriert werden oder Doppelstrangbriiche verursachen. Die haufigsten
molekularen Veranderungen im HCC sind Mutationen im TERT-Promotor, p53, CTNNB1 sowie

epigenetische Aberrationen (Abbildung 3) [28].

gesunde Leber

Leberzirrhose

Fibrose

Zellschaden

Zellschéaden

kleine groBe groBe
Lipidtropfchen Lipidtropfen Lipidtropfen

Abbildung 3: Schematische Darstellung der pathologischen Veranderungen die zur Entstehung
eines HCCs fuhren. Eine NASH entsteht, wenn sich in einer gesunden Leber Fett ansammelt und eine
zunachst maRige Fibrose auftritt. Beim Fortschreiten der Erkrankung kommt es zur Entstehung von
Narbengewebe in der Leber und Entziindungssignale werden ausgesendet. Daraufhin werden die
Fibroblasten zur Heilung der Narben stimuliert und es kommt zur Fibrose. Mit der Zeit nimmt die
Ablagerung von Fibrose zu und fiihrt zu mehr Entziindungen und Zellschrumpfung in der Leber. Daraus
entwickelt sich eine Leberzirrhose, welche sich bis zum HCC ausbilden kann. Nach Motalebzadeh und
Eskandari [35].

Die Behandlung des HCC ist abhdngig vom Tumorstadium und der Leberfunktion. Das HCC
wird deshalb nach dem aktualisierten Klassifizierungssystem der Barcelona-Clinic-Liver Cancer
(BCLC) eingestuft [28,36]. Das HCC wird danach in 5 Stadien eingeteilt (von sehr friih bis
Endstadium) und die Behandlung entsprechend des Stadiums angepasst. Die Prognose des
Patienten richtet sich im Anschluss nach der Tumorlast, der Leberfunktion und dem

korperlichen Gesamtzustand.
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Nach der deutschen S3-Leitlinie fir Diagnostik und Therapie des hepatozelluldren Karzinoms
und biliarer Karzinome vom August 2023 soll HCC-Patienten im fortgeschrittenen Stadium, mit
Fernmetastasen oder einer Tumorlokalisation, die lokoregionar nicht kontrolliert oder
reseziert werden konnen als Erstlinientherapie eine Kombination von Atezolizumab
(neutralisierender, humanisierter monoklonaler Antikérper gegen PD-L1) und Bevacizumab
(neutralisierender, humanisierter monoklonaler Antikérper gegen VEGF) oder Tremelimumab
(neutralisierender humanisierter monoklonaler Anti-CTLA-4-Antikérper) und Durvalumab
(neutralisierender humanisierter monoklonaler Anti-PD-L1-Antikorper) angeboten werden.
Patienten mit einer Kontraindikation fiir eine Immuntherapie soll eine Erstlinientherapie mit
einem den beiden Tyrosinkinase-Inhibitoren Lenvatinib oder Sorafenib angeboten werden.
Bei HCC-Patienten, bei denen Atezolizumab/Bevacizumab nicht angewandt werden kann und
die einen Tumorprogress unter einer Therapie mit Sorafenib/Lenvantinib aufweisen, soll eine
weitere Systemtherapie angeboten werden [37].

Hierflr stehen die beiden Tyrosinkinase-Inhibitoren Regorafenib und Cabozantinib oder bei
einem Alpha-Fetoprotein-Wert von > 400 ng/ml der VEGFR2-Antikérper Ramucirumab
(neutralisierender monoklonaler humanisierter Antikérper) zur Verfiigung. Dennoch sind die
Therapieoptionen insbesondere durch die meist bestehende Leberzirrhose als

Grunderkrankung und Prakanzerose eingeschrankt [36—43].

1.2.2 Das kolorektale Karzinom

Das kolorektale Karzinom (engl. colorectal carcinoma (CRC)) ist die am dritthaufigsten
diagnostizierte Tumorentitdat und die zweithdufigste Todesursache im Bereich der
Tumorerkrankungen weltweit [1]. Faktoren, die das CRC beglinstigen, sind dabei GbermaRiger
Alkoholkonsum, Ubergewicht, Tabak und Bewegungsmangel [1,44]. Die Anzahl an CRC-
Erkrankungen ist Gber die letzten Jahrzehnte weltweit angestiegen [1,2,45].

Die meisten Darmtumore entwickeln sich in einem mehrstufigen Prozess, der eine Reihe von
histologischen, morphologischen und genetischen, sowie epigenetischen Veranderungen
umfasst, die sich im Laufe der Zeit akkumulieren [46,47]. Diese Veranderungen fiihren zu einer
Hyperproliferation und dadurch zur Entstehung eines Darmpolypen. Haufig entwickelt sich ein
Kolonkarzinom aus einem gutartigen Polypen. Es handelt sich dabei um 6rtlich begrenzte

nicht-maligne Wucherungen oder Ansammlungen anormaler Zellen in der Darmschleimhaut.
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Mutationen in den Genen filir APC, DCC, KRAS oder p53 fiihren zu einer unkontrollierten
Zellproliferation und zum Fortschreiten des Kolonkarzinoms. Durch diesen Prozess kommt es
zur Akkumulation weiterer Mutationen, wodurch es zur Entstehung eines malignen Phanotyps
kommt. Dadurch kénnen die proliferierenden Zellen in den Polypen auch die Fahigkeit
erwerben in die Darmwand einzudringen und es kommt zur Entstehung eines Tumors

(Abbildung 4) [47].

‘ ] Fortschreiten der Erkrankung -
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Abbildung 4: Entstehung eines kolorektalen Karzinoms (CRC). Kolontumore wachsen langsam und
verursachen haufig erst Symptome, wenn eine betrachtliche Grélze (mehrere Zentimeter) erreicht ist.
Er kann dann den Stuhlgang behindern und zu Krampfen, Schmerzen oder Blutungen fiihren. Die
meisten Dickdarmtumore entwickeln sich in einem mehrstufigen Prozess, der eine Reihe von
histologischen, morphologischen und genetischen Veranderungen umfasst, die sich im Laufe der Zeit
akkumulieren. Nach Hossain et al. [47].

Abhangig vom Stadium des CRCs sind die Therapieoptionen limitiert [44]. In frihen Stadien
wird eine vollstandige chirurgische Resektion des Primartumors angestrebt. AnschlieBend
kann eine Behandlung mit Fluoropyrimidin, 5-Fluoruracil (5-FU)/Folinsdure oder Capecitabin
folgen. 5-FU gehort dabei zu den wichtigsten Wirkstoffen in der Kombinationstherapie fir die
adjuvante Therapie. Gleichzeitig wird es auch zur Behandlung von metastasierten Tumoren
eingesetzt [48]. Insgesamt werden ca. 25% der diagnostizierten CRCs erst in fortgeschrittenen
Stadien festgestellt werden [47]. Die Therapie bei fortgeschrittenen CRC richtet sich nach dem
Vorhandensein von primar resektablen oder primar nicht-resektablen Metastasen. Nach der
deutschen S3-Leitlinie fiir Diagnostik und Therapie des kolorektalen Karzinoms vom Januar
2019 soll Patienten des Kolonkarzinoms im fortgeschrittenen Stadium mit primar resektablen
Metastasen eine Erstlinientherapie aus einer Kombination von Folinsdure, 5-FU und

Oxaliplatin angeboten werden [48].
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Die Therapie bei Patienten mit primar nicht-resektablen Metastasen richtet sich unter
anderem nach dem Vorhandensein von Mutationen (z.B. RAS oder BRAF) oder dem Vorliegen
einer Mikrosatelliteninstabilitat. So soll Patienten mit einer RAS-Mutation eine
Erstlinientherapie mit Bevacizumab angeboten werden. Patienten mit einer
Mikrosatelliteninstabilitdt sollten dagegen mit Pembrolizumab (monoklonaler Antikorper
gegen PD-1) behandelt werden [48]. Liegt keine RAS-Mutation oder Mikrosatelliteninstabilitat
vor, kann hingegen unter anderem mit Fluoropyrimidin in Kombination mit Oxaliplatin oder
Irinotecan * Bevacizumab behandelt werden. Ist eine intensive Chemotherapie aufgrund des
Allgemeinzustands des Patienten moglich, kann mit Fluoropyrimidin (5-FU mit Folinsaure,
oder Capecitabin) in Kombination mit einem weiteren Zytostatikum (lrinotecan oder
Oxaliplatin) behandelt werden [48]. Wie auch beim HCC flihrt die Entwicklung von Resistenzen

auch beim CRC oftmals zu Behandlungsschwierigkeiten [49,50].

1.3 Apoptose und Nekroptose

Die Zelltod- und/oder Apoptoseresistenz ist eines der Hallmarks of Cancer. Haufig ist die
Expression von anti- und pro-apoptotischen Mitgliedern der BCL-2 Proteinfamilie, die den
intrinsischen Apoptoseweg regulieren, in vielen Tumorentitdten verandert [51,52]. Diese
Proteinfamilie besteht aus drei Untergruppen, die strukturell verwandt sind. Dazu gehéren die
anti-apoptotischen Bcl-2 dhnlichen Proteine (Bcl-2, Bcl-X., Bcl-W, Mcl-1, A1/BFL-1 und Bcl-B),
die pro-apoptotischen Bax/Bak Proteine mit mehreren BH-Strukturdomanen (Bax, Bak und
Bok), sowie die pro-apoptotischen BH3-only Proteine (Bim, Puma, Bid, Noxa, Bmf, Bik, und
HRK). Kommt es zur Einleitung der Apoptose werden BH3-only Proteine hochreguliert und
inhibieren anti-apoptotische BCL-2 Proteine wie Bcl-2 oder Mcl-1, dadurch kommt es zur
Aktivierung von Bax und Bak. Durch Aktivierung kommt es zur Oligomerisierung von Bax und
Bak, was zur Permeabilisierung der &aufleren mitochondrialen Membran fiihrt (engl.
mitochondrial outer membrane permeabilization (MOMP)). MOMP férdert die Freisetzung
von Cytochrom c und anderen pro-apoptotischen Molekilen, wie Smac/DIABOLO, aus dem
Mitochondrium [51,53,54]. Zusammen mit der Caspase 9 und APAF-1 formt Cytochrom c eine
sogenannte Todesplattform, das Apoptosom. Dies fihrt zur Spaltung und Aktivierung der
Caspase 9, was wiederum zur Spaltung und Aktivierung der Effektorcaspasen 3 und 7 fiihrt.

Die Effektorcaspasen spalten spezifische zelluldre Substrate, die letztendlich zur irreversiblen
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Einleitung der Apoptose fiihren (Abbildung 5) [51,54,55]. Die intrinsische Apoptose kann
durch verschiedene Faktoren, wie z.B. DNA-Schiden, Stress im ER oder Uberlastung mit

reaktiven Sauerstoffspezies (ROS), initiiert werden.
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Abbildung 5: Schematische Darstellung der Einleitung der intrinsischen Apoptose. Mitglieder der
BCL-2 Protein Familie regulieren die Induktion der intrinsischen Apoptose. In gesunden Zellen schiitzen
die anti-apoptotischen BCL-2 Proteine die Integritat der mitochondrialen Membran und gewahrleisten
das Uberleben der Zelle, indem sie die Aktivierung von Bax und Bak verhindern. Durch Inhibition der
BH3-only Proteine kommt es zur Oligomerisierung von Bax und Bak. Dies fiihrt zur Permeabilisierung
der auReren mitochondrialen Membran (MOMP), wodurch es zur Freisetzung von Cytochrom c aus dem
Mitochondrium in das Zytosol kommt. Zusammen mit der Caspase 9 und APAF-1 formt Cytochrom c
eine sogenannte Todesplattform, das Apoptosom. Die Aktivierung von Caspase 9 fiihrt zur Initialisierung
der Caspase-Kaskade, welche die Apoptose induziert [51].

Es kann zwischen intrinsischer und extrinsischer Apoptose unterschieden werden. Die
extrinsische Apoptose wird durch Stérungen der extrazellularen Mikroumgebung ausgeldst.
Anders als die intrinsische Apoptose ist die extrinsische Apoptose rezeptorvermittelt und wird
durch externe Faktoren ausgelost.
Zu den bekanntesten Rezeptoren gehoren z.B. der CD95- oder der TRAIL-Rezeptor. Bindet ein
Ligand z.B. CD95L an den CD95-Rezeptor kommt es zur Bildung eines intrazelluldren
Multiproteinkomplexes. Es bildet sich ein Komplex mit FADD (engl. Fas-Associated Death
Domain), Caspase 8, Caspase 10 und FLIP,/s (FLICE-Proteine). Dieser Komplex wird als DISC
11
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(engl. death-inducing signaling complex) bezeichnet. Durch Bindung der Caspase 8 und 10 an
den Proteinkomplex werden diese autokatalytisch gespalten und dadurch aktiviert. Dies flihrt
letztlich zur Spaltung der Effektorcaspase 3 und damit zur Induktion der Apoptose (Abbildung
6) [51,56,57]. Die Aktivierung der Caspase 8 und 10 kann ebenfalls zur Spaltung von Bid fiihren.
Das entstandene tBid (verkirztes Bid) wird anschlieRend in die Mitochondrien transloziert und
flhrt zur Freisetzung von Cytochorm c aus den Mitochondrien. Es kommt zur Bildung des
Apoptosoms, gefolgt von der Aktivierung der Caspase 9 und anschlieBRend Caspase 3. In
sogenannten , Typ-ll“-Zellen verstarkt Bid das apoptotische Signal, was zu einer effizienteren
Apoptose flhrt. , Typ-11“-Zellen sind Zellen, die in erster Linie auf den intrinsischen Signalweg

Ill

angewiesen sind. In , Typ-l1“-Zellen hingegen fiihrt die Aktivierung der Todesrezeptoren zu

einer effizienten Aktivierung der Caspasen ohne Beteiligung der Mitochondrien. Anders als

III Ill

L, Typ-l1“-Zellen sind ,, Typ-1“-Zellen hauptsachlich auf den extrinsischen Signalweg angewiesen

[56,57].
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines Todesrezeptor Signhalwegs (Death Receptor
Signaling) am Beispiel des CD95-Rezeptors. Die Bindung des CD95L fuhrt zur Trimerisierung des
Todesrezeptors. Im Anschluss werden Adaptorproteine wie FADD und die Initiatiorcaspasen 8 und 10
rekrutiert. Die Aktivierung der Initiatorcaspasen fiihrt zur Aktivierung der Effektorcaspase z.B. Caspase
3 und zur Spaltung von Bid. tBid wird anschlieRend ins Mitochondrium transloziert und trégt zur
Freisetzung von Cytochrom c bei. Dadurch kommt es zur Bildung des Apoptosoms gefolgt von der
Aktivierung der Caspase 9 und 3. Dadurch wird das apoptotische Signal verstéarkt [56,57]. Nach Lavrik
et al. [56]
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1.4 Dimethylfumarat (DMF)

Nach wie vor sind die Therapieoptionen fiir das HCC und das CRC begrenzt und Resistenzen
erschweren die Behandlung. Deshalb ist die Entwicklung neuer Therapien essenziell. Hierfir
werden auch Medikamente untersucht, die bereits fiir die Behandlung von anderen
Erkrankungen zugelassen sind, z.B. Metformin oder Dimethylfumarat (DMF).

Bei DMF handelt es sich um einen entziindungshemmenden Diester der Fumarsaure mit
Methanol, welcher bereits seit vielen Jahren zur Behandlung von Psoriasis (Fumaderm®) und
seit geraumer Zeit auch zur Behandlung von Multipler Sklerose (MS) (Tecfidera®) eingesetzt
wird [58—60]. DMF besitzt ein gutes Wirkungsprofil und ist relativ nebenwirkungsarm. So fihrt
die Behandlung mit DMF unter anderem zu leichten Hautrotungen und gastrointestinalen
Beschwerden (Diarrhd). Eine schwerwiegendere Nebenwirkung stellt hingegen die
Lymphopenie dar, wodurch das Risiko flr eine Virusinfektion ansteigt [61]. DMF befindet sich
derzeit auch in verschiedenen klinischen Studien (Tabelle 1). Des Weiteren konnten wir dieses
Jahr eine klinische Studie zur Untersuchung der therapeutischen Wirkung von DMF beim
kutanen T-Zell-Lymphom (engl. cutaneous T-cell lymphoma (CTCL)) abschlieRen [62].

In Maus-Modellen fiir andere (z.B. systemische Sklerose, Colitis) entziindliche Erkrankungen
(zusatzlich zu Psoriasis oder MS) konnten durch DMF-Behandlung ebenfalls positive Effekte
erzielt werden [63—-65]. So konnte die Fibrose in Maus-Modellen mit systemischer Sklerose
durch DMF-Behandlung reduziert werden [63,64].

DMF kann auf verschiedene Weisen eine Wirkung erzielen. Im Darm wird DMF durch
Esterasen rasch zu Monomethylfumarat (MMF) hydrolysiert. MMF kann anschlieBend an den
Hydroxycarbonsaure-Rezeptor (HCAR2) binden. Dies fihrt zur Aktivierung einer G-Protein-
Signalkaskade. Es kommt zu einer Aktivierung der Phospholipase C beta und damit verbunden
zu einem Anstieg von Ca?*. Der Ca%*-Anstieg aktiviert AMPK, was wiederum zu einem Anstieg
von NAD* flihrt. Dies wirkt sich auf die NAD* abhangige Protein-Deacetylase Sirt1 aus und fihrt
zur Hemmung von NF-kB, wodurch die entziindliche NF-kB-Signalgebung gehemmt wird.
Anders als MMF ist DMF durch seinen ungeladenen Zustand in der Lage durch die
Plasmamembran zu diffundieren. Dadurch kann DMF zur Succinylierung verschiedener
Proteine innerhalb der Zelle fihren. Durch eine Michael-Addition fihrt DMF dabei zu einer
Monomethylsuccinylierung an Cysteinen (Abbildung 7). Dies kann z.B. zur Inaktivierung von
GAPDH fiihren, wodurch es zur Herunterregulierung der aeroben Glykolyse in aktivierten

myeloischen und lymphoiden Zellen kommt [59].
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Tabelle 1: DMF-Verwendung in klinischen Studien.

Erkrankung
Multiple
schubformig-

Sklerose,

schleichend

Parkinson

Glioblastom im
Erwachsenenhirn
Riesenzell-
Glioblastom bei
Erwachsenen
Gliosarkom bei
Erwachsenen
Obstruktive
Schlafapnoe

Schlaf-Apnoe

Rheumatoide
Arthritis

Offizieller Titel

The Effect of Tecfidera® (Dimethyl
Fumarate, BG00012) on the Gut
Microbiota as a Causal Factor for
Gastrointestinal Associated Adverse
Events.

Preliminary Study of the Quality of
the Oral Flora in Parkinson's Patients
Phase | Trial of Dimethyl Fumarate,
Radiation

Temozolomide, and

Therapy in Glioblastoma Multiforme

Trial of

Fumarate as a Novel

A Randomized Clinical
Dimethyl
Therapeutic Agent for Obstructive
Sleep Apnea

A Phase 2a, Randomised, Double-
Blind,
Multicentre Study to Evaluate the

Placebo-Controlled,

Efficacy, Safety and Tolerability of
BG0O0012 When with
Methotrexate to Subjects With
Active RA Who Have Had an
Inadequate

Given

Response to
Conventional Disease-Modifying

Anti-rheumatic Drug Therapy

Status
Phase IV

Phase |

Phase Il

Phase Il

NCT-Nummer
NCT02471560
(66]

NCT03827551
[67]
NCT02337426
[68]

NCT02438137
[69]

NCT00810836
[70]

14



EINLEITUNG

HG HO

Abbildung 7: Succinylierung eines Cysteins durch DMF mittels Michael-Addition [59].

DMF wirkt unter anderem {ber den Nrf2-Signalweg und fihrt zur Produktion von
antioxidativen Enzymen in Zellen [59]. In neurodegenerativen Erkrankungen spielt oxidativer
Stress eine Schlisselrolle [71]. So fiihrt die Aktivierung von Nrf2 zur Besserung von
Krankheitssyndromen bei Patienten. Nrf2 induziert dabei beispielsweise die Transkription
antioxidativer Enzyme. Nrf2 ist unter normalen Bedingungen an das Keap1 Protein gebunden
und wird proteasomal abgebaut. Oxidativer Stress und elektrophile Verbindungen, wie DMF,
kénnen Keapl durch die Succinylierung seiner Cysteinreste inaktivieren. Dadurch dissoziiert
Nrf2 von Keapl und transloziert in den Nukleus und bindet dort an den Transkriptionsfaktor
MafK. Dieses Heterodimer bindet an Promotorregionen fiir Gene, die fiir antioxidative,
entgiftende und zytoprotektive Enzyme kodieren. Der Nrf2-Signalweg reguliert neben
antioxidativen und zellularen Abwehrmechanismen, auch den Kohlenhydratstoffwechsel, die
Kognition, Entziindungen, den Eisenstoffwechsel, die Metastasierung, die NADPH-
Regeneration, den Lipidstoffwechsel und den Gewebeumbau.

Weiterhin inhibiert DMF unter anderem den entziindungsfordernden NF-kB Signalweg [59].
Eine der Komponenten, die den NF-kB-Komplex bilden ist p65 (auch bekannt als RelA). In
Brustkrebszellen konnte gezeigt werden, dass DMF eine Monosuccinilierung am Cystein 38
von p65 durchfiihrt, wodurch die NF-kB Aktivitat inhibiert wird. Durch die eingefiihrte
Succinylierung wird die Translokation von p65 in den Nukleus verhindert [72]. DMF kann den
NF-kB Signalweg ebenfalls indirekt (iber den Nrf2 Signalweg inhibieren. Dabei konkurrieren
Nrf2 und p65 um den transkriptionellen Ko-Aktivator GBP-300. GBP-300 acetyliert Histone,

wodurch die Chromatinstruktur aufgelockert und eine Bindung an die DNA moglich wird [59].
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Durch Succinylierung des katalytischen Cysteins des glykolytischen Enzyms GAPDH reguliert
DMF ebenfalls die aerobe Glykolyse in aktivierten myeloischen und lymphoiden Zellen
herunter. GAPDH ist zentrales Enzym des aeroben glykolytischen Stoffwechselwegs (Warburg
Effekt) [73,74]. Dieser Mechanismus ist unter anderem fiir die Anti-Tumor Eigenschaften von
DMF verantwortlich [59].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass DMF Apoptose in primdren von Patienten
stammenden CD41-Zellen und CTCL-Zelllinien induziert, wobei gesunde Zellen kaum auf eine
DMF-Therapie ansprachen [75,76].

DMF flhrt dabei in diesen malignen Zellen eine spezifische Monomethylsuccinylierung an
Thioredoxon 1 (Txrl) durch, die zur Inhibition dieses Proteins fiihrt. Dies fihrt zu einer
Blockade des Transkriptionsfaktors NF-kB, der in diesen Malignomen konstitutiv exprimiert
wird [75,77]. In einem Maus-Modell konnte neben der signifikanten Reduktion des
Primartumors auch eine Verringerung der Metastasen festgestellt werden [76].

Neben einer konstitutiven NF-kB-Expression konnen ebenfalls Proteine der BCL-2 Familie, z.B.
Bcl-2, in Tumorzellen Uberexprimiert sein [55]. Es konnte gezeigt werden, dass eine
gleichzeitige Inhibition von NF-kB (DMF) und Bcl-2 (ABT-199/Venetoclax) in einem Xenograft
Maus-Modell sowohl effektiv das Tumorwachstum reduzierte als auch das Gesamtiiberleben
(engl. Overall Survival (0S)) erhohte. Dies ist einerseits auf die synergistische Induktion des
Zelltods in CTCL-Zellen und andererseits auf die Hemmung der Tumorproliferation
zuriickzufiihren. Die Kombinationsbehandlung war dabei der ABT-199-Monotherapie sowohl

in Bezug auf die Wirksamkeit als auch auf die Vertraglichkeit Gberlegen [78].

1.5 BH3-Mimetika

Da Proteine der BCL-2 Familie in vielen Tumorentitaten haufig liberexprimiert sind, bieten sich
diese Proteine als Ausgangspunkt zur Entwicklung neuer Wirkstoffe an [55,79]. Diese
sogenannten BH3-Mimetika imitieren die Wirkung von BH3-only Proteinen, indem sie die anti-
apoptotischen BCL-2-Proteine blockieren und somit die Apoptose direkt auslésen. Zu diesen
Inhibitoren gehoéren unter anderem der bereits erwdhnte oral bioverfiigbare, selektive Bcl-2

Inhibitor ABT-199/Venetoclax und der selektive Mcl-1 Inhibitor MIK665/564315 [80,81].
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1.5.1 ABT-199/Venetoclax

ABT-199 wurde erstmals 2016 fiir die Behandlung von chronisch lymphatischer Leukamie (CLL)
von der Europdischen Arzneimittelagentur zugelassen [82,83].

In einer Phase | Studie bei Patienten mit rezidivierter oder refraktarer CLL wurde ein
Gesamtansprechen von 79% und eine vollstdndige Ansprechrate von 20% erreicht. Die
Therapie mit ABT-199 wurde von Patienten mit CLL oder akuter myeloischer Leukdamie (AML)
besser vertragen als eine herkdmmliche Chemo-Immuntherapie [84]. Allerdings flihrt auch bei
einer ABT-199 basierten Therapie die Entwicklung von Resistenzen zu

Behandlungsschwierigkeiten [85,86].

Resistenzen gegeniiber ABT-199 sind dabei haufig mit der Uberexpression der anti-
apoptotischen Proteine Bcl-X, und/oder Mcl-1 assoziiert [86]. Um Resistenzen zu tGiberwinden
und die Effektivitat zu erhéhen, wurde ABT-199 auch mit anderen Therapeutika kombiniert
[87-89]. ABT-199 ist bereits in Kombination mit Obinutuzumab oder Rituximab
(neutralisierende monoklonale Anti-CD20-Antikorper) in CLL zugelassen. In Kombination mit
Azacitidine, Decitabine, oder Cytarabine ist ABT-199 zur Behandlung von AML zugelassen [90].
Wie bereits erwahnt induziert ABT-199 auch zusammen mit DMF synergistisch Zelltod in CTCL.
Die Kombination von DMF und ABT-199 fuhrte zur verstarkten Bak/Bax-Oligomerisierung und
zur Spaltung von Caspase 3. Dies konnte sowohl in Primarzellen, in verschieden Zelllinien des
CTCL sowie in einem korrespondierenden Xenograft Maus-Modell gezeigt werden [78].

Die Expression von pro- und anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen ist hdufig im HCC verandert
[91]. Es konnte gezeigt werden, dass die Inhibition von Bcl-2 die Chemosensitivitat in HCC und
Hepatom-Zellen erhoht. Dies unterstiitzt die Hypothese, das Bcl-2 eine Schutzfunktion im HCC
einnimmt. So konnte das BH3-Mimetikum ABT-737 (ein Bcl-2, Bcl-X. und Bcl-W Inhibitor), bei
gleichzeitiger Inhibition der Mcl-1 Expression z.B. durch Sorafenib oder Celastrol Apoptose

induzieren [92,93].

1.5.2 MIK665/564315

Das anti-apoptotische BCL-2 Protein Mcl-1 spielt vor allem in HCC eine entscheidende Rolle,
da es dort als entscheidender Uberlebensfaktor agiert und eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung von Resistenzen gegenliber Chemotherapeutika tGbernimmt [94-96]. Daher ist

der selektive Mcl-1 Inhibitor MIK665/564315 eine vielversprechende Therapieoption.
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MIK665/S64315 erzielte in Maus-Modellen fir verschiedene solide und hamatologische
Tumorentitaten betrachtliche Wirkungen, wobei gesundes Gewebe verschont wurde [81].
Eine Kombination aus MIK665 und ABT-199 wird zurzeit in einer klinischen Studie der Phase
I/1l in AML untersucht [97]. Weiterhin konnte in Melanom-Zellen gezeigt werden, dass solide
Tumore ebenfalls auf eine MIK665/ABT-199 Wirkstoffkombination ansprechen. Die
Behandlung mit beiden BH3-Mimetika flhrte zu einer reduzierten Zellviabilitat und einer
gesteigerten PARP-Spaltung. In einem korrespondierenden Xenograft Maus-Modell konnte

ebenfalls eine Reduktion des Tumorvolumens bei minimaler Toxizitat gezeigt werden [98].

1.6 Ziele der Arbeit

Das HCC ist die haufigste Tumorentitat in der Leber und gehort zu den Malignomen mit der
dritthéchsten Mortalitatsrate (Abbildung 2). Die verschiedenen therapeutischen Ansatze sind
abhéangig vom Stadium des Tumors und richten sich nach der Klassifizierung der BCLC. Danach
umfassen derzeitige Therapieoptionen die chirurgische Resektion, die lokale Ablation, eine
Lebertransplantation und die systemische Therapie. Als Erstlinientherapie fiir eine
systemische Therapie haben sich Kombinationstherapien mit Immuntherapeutika als
hochwirksam erwiesen und sind Tyrosinkinase-Inhibitoren wie Sorafenib oder Lenvatinib
Uberlegen. Das HCC ist jedoch sehr therapieresistent, weshalb die Behandlung oftmals
schwierig ist. Daher ist die Identifizierung neuer therapeutische Optionen zur Behandlung des
HCCs dringen erforderlich. Hierbei stehen zwei Fragestellungen im Mittelpunkt: (i) Wie kann
man die Metastasierung und die Proliferation von Malignomen inhibieren und (ii) wie kann
man effektiv Zelltod in HCC-Zellen induzieren. Fir diese Fragestellungen wurden
unterschiedliche therapeutische Ansédtze analysiert.

Ein Fokus lag auf dem Fumarsaureester DMF, welcher im klinischen Gebrauch ist. Es wurde
analysiert, ob DMF ein mogliches Therapeutikum zur Behandlung des HCCs darstellt. Es sollte
einerseits die Inhibition der Metastasierung und anderseits die Zelltodinduktion nach
DMF-Behandlung in HCC-Zelllinien untersucht werden (Abbildung 8).

Weiterhin wurden sowohl die Einzeltherapie als auch die Kombinationstherapie von
BH3-Mimetika in einer HCC-Zelllinie untersucht. Es wurde der oral verfiigbare selektive Bcl-2
Inhibitor ABT-199/Venetoclax und der Mcl-1 Inhibitor MIK665/564315 verwendet. Die Analyse
der Zelltodinduktion durch entweder Einzel- oder Kombinationstherapie und die

dahinterliegenden molekularen Mechanismen standen hierbei im Vordergrund. Das Ziel der
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Kombination zweier BH3-Mimetika bestand weiterhin darin durch Kombination von
Wirkstoffen die Dosis zu reduzieren. Die BH3-Mimetika Kombination wurde ebenfalls mit DMF
kombiniert. Auch bei dieser Tripplewirkstoffkombination sollte eine Dosisreduktion erzielt
werden. Weiterhin wurde untersucht, ob sich die Effekte in Bezug auf Inhibition der
Metastasierung und Zelltodinduktion bei Kombination von DMF, ABT-199 und MIK665
verstarken (Abbildung 8).

Ein weiteres Ziel bestand in der Untersuchung neuer Therapieoptionen fir das CRC. Beim CRC
handelt es sich um die dritthaufigste diagnostizierte Tumorentitat und die Tumorerkrankung
mit der zweithdochsten Mortalitatsrate. Wie beim HCC sind die verschiedenen Therapieansatze
abhangig vom Tumorstadium. Zu den wichtigsten Wirkstoffen in der Kombinationstherapie
gehort 5-FU, welches in Kombination mit Folinsdaure und Oxaliplatin zur Behandlung von
fortgeschrittenen Karzinomen eingesetzt wird. Da 5-FU bereits in Kombination verwendet
wird, sollte ebenfalls die Kombination von DMF und 5-FU untersucht werden. Im Vordergrund
stand die Analyse der Zelltodinduktion nach Behandlung mit den beiden Wirkstoffen. Es sollte

untersucht werden, ob eine Kombination mit DMF die Zelltodinduktion steigert (Abbildung 8).

DMF
ABT-199
MIK665

DMF

i 5-FU
L ol
O? ABT-199

MIK665

DMF
ABT-199
MIK665

Abbildung 8: Schematische Darstellung der untersuchten Elemente dieser Doktorarbeit.
Bestandteile der Analysen innerhalb dieser Doktorarbeit waren die Inhibition der Metastasierung und
der Proliferation sowie der Zelltodinduktion nach DMF-Behandlung in HCC-Zelllinien. Weiterhin sollte
die Zelltodinduktion nach BH3-Mimetika Behandlung sowie die dahinter liegenden molekularen
Mechanismen untersucht werden. Ebenfalls wurde eine Tripplewirkstoffkombination bestehend aus
DMF, ABT-199 und MIK665 erforscht. Als finaler Aspekt sollte ebenfalls die Zelltodinduktion in
CRC-Zellen nach DMF/5-FU-Kombinationstherapie analysiert werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréte und Laborbedarf

Beschreibung

Hersteller

6-Well Platen

96-Well Mikrotiterplatten (wei, klarer Boden)
Analysenwaage Excellence XA 105

Costar® Stripette 5 mil, 10 ml, 25 ml, 50 ml
Durchflusszytometer BD LSR Fortessa
Eppendorf Gefdle 1,5 ml, 2 ml, 5ml

Falcon® Filter 40 um,

Falcon® Gefd3e 15 ml, 50 ml

Grade Whatman 3MM Chr FlieRBpapier

Magnetriihrer

Mini-PROTEAN® TGX Gel

PVDF Transfermembran
Reinstwasseraufbereitungsanlage
Schiittelgerat

Sterilbank Laminair

TC20™ Zdhlkammer

Thermoblock

Vortexer

Warmeschranke

Zihlkammern fir TC20™
Zellkultur-Flaschen 75 cm?, 175 cm2
Zellkulturschale TC-Schale 100, Cell+
Zellschaber

Zentrifuge Biofuge Fresco

Corning, USA

Berthold, Deutschland

Mettler Toledo, Deutschland
Corning, USA

BD Bioscience, USA

Eppendorf AG, Deutschland
Corning, USA

Corning, USA

GE Healthcare, USA

MR 3001, Heildolph, Deutschland
IKA RH basic 2, IKA-Werke GmbH 6 Co.
KG,

Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Merck Millipore, USA

IKA KS 260 basic, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, USA
Eppendorf AG, Deutschland
VWR, USA

Binder, Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc, USA
Corning, USA

Sarstedt AG & Co., Deutschland
Sarstedt AG & Co., Deutschland

Heraeus, Deutschland

20



MATERIAL UND METHODEN

Zentrifuge Megafuge 1,0 R
ZOE™ Fluoreszenzmikroskop

Ibidi Inserts

2.1.2 Software

Microsoft Excel 2016, Power Point, Word

Heraeus, Deutschland
Bio-Rad Laboratories Inc, USA

Ibidi, Deutschland

Microsoft, USA

ChemDraw
Compusyn-Software
Image Lab™
GraphPad Prism 8
Sigmaplot 14,0
Flowjo

BioRender

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

Beschreibung

PerkinElmer, Inc., USA
ComboSyn, Inc., USA

Bio-Rad Laboratories Inc, USA
GraphPad Software, USA
Systat, Deutschland

BD Bioscience, USA

© 2023 BioRender, USA

Hersteller

4‘, 6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

6 x Laemmli SDS-Probenpuffer, nicht
reduzierend

Accutase® -Lésung

Annexin V FITCs

Bovines Serumalbumin (BSA)

Cell Proliferation Staining Reagent - Green
Fluorescence - Cytopainter

cOmplete™ ULTRA, Protease Inhibitor
Dimethylfumarate (DMF)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco’s Phosphat gepufferte Salzlosung
(PBS)

Ethanol

Fetales Kalberserum (FCS)

BD Bioscience, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Sigma-Aldrich, USA
BD Bioscience, USA
Biomol, Deutschland

Abcam, vereinigtes Kénigreich

Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland

Anprotect, Deutschland
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Glycin Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Gradientengel (4-20 %) Bio-Rad Laboratories Inc, USA
Hepes Carl Roth GmbH + Co. KG,

Deutschland
Milchpulver Carl Roth GmbH + Co. KG,

Deutschland

Minimum Essential Medium (MEM) Sigma-Aldrich, USA
Natriumlaurylsulfat (SDS) Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
PhosSTOP™ Phosphatase Inhibitor Sigma-Aldrich, USA

ProLong™ Gold Eindeckmittel mit DAPI Thermo Fisher Scientific, USA

ReBlot Plus Strong Stripping Lésung (10x) Merck Millipore, USA

RIPA Merck Millipore, USA

SuperSignal™ West Atto Ultimate Sensitivity | Thermo Fisher Scientific, USA

Substrate

Tris Carl Roth GmbH + Co. KG, Deutschland
Tween-20 Sigma-Aldrich, USA

zVAD Selleckchem

Caspase-Glo® 3/7 Assay Promega, USA

Caspase-Glo® 8Assay Promega, USA

Caspase-Glo® 9 Assay Promega, USA

CellTiter-Glo® 2.0 Assay Promega, USA

Die Auflistung enthalt die Nicht-Standard-Reagenzien. Standard-Reagenzien wurden

von handelsiiblichen Herstellern bezogen und sind hier nicht aufgefihrt.

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Herstellung von Proteinlysaten fiir Western Blot-Analysen

RIPA Lysepuffer

50 mM Tris pH 7,4, 150 mM NacCl, 0,25 % Deoxycholsdure, 1 % NP-40, 1 mM EDTA versetzt mit

Phosphatase- und Proteaseinhibitoren
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Nach der Zellernte wurde das Zellpellet mit 80 — 100 pl RIPA Lysepuffer resuspendiert und fiir
30 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurde fiir 20 min bei 4°C und 18 200 x g zentrifugiert.
Der Uberstand wurde nach der Zentrifugation in ein neues ReaktionsgefaR iberfiihrt und bei

-20°C gelagert.

2.2.2 Proteinbestimmung

BCA-L3sung

BCA Reagenz mit Kupfer(ll)-sulfat in einem Verhaltnis von 50:1

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von Lysaten wurde die BCA-Methode angewandt.
Dazu wurden die Proben in Triplikaten und einer Verdiinnung von 1/10 bei einer Absorption

von 492 nm gemessen. Als Standard dienten BSA-Konzentrationen von 200 — 2000 ug/ml.

2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)
SDS Laufpuffer

25 mM Tris Base, 250 mM Glycin, 0,1 % SDS

6x Laemmli Puffer

375 mM-Tris-HCI (pH 6,8), 9 % SDS, 50 % Glycerin, 9 % B-Mercaptoethanol, 0,03 %

Bromphenolblau

Die Proben wurden auf 20 pg Proteingehalt eingestellt und mit 6x Laemmli Puffer versetzt.
AnschlieBend wurden die Proben bei 95°C fiir 10 min denaturiert und kurz bei 380 x g
zentrifugiert. Fir die SDS-PAGE wurden kauflich erwerbliche Gradientengele 4% - 20%
verwendet. Die Proben wurden mittels 1x SDS Laufpuffer fiir 50 min bei 150 V, 500 mA

aufgetrennt.

2.2.4 Antikorper

Blocklésung
5% Milch oder 5% BSA in PBST
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Fiir die Proteindetektion wurde eine PVDF-Membran mit den entsprechenden Antikdrpern
(siehe Tabelle 2) bei 4°C iber Nacht entweder in einer Milch oder BSA basierten Blocklosung
schiittelnd inkubiert. Die Inkubation des Sekundarantikorpers erfolgte in der Blocklésung des

Primarantikorpers. In der folgenden Tabelle 2 sind die verwendeten Antikorper angegeben.

Tabelle 2: verwendete Antikorper fiir Westerblot-Analysen.

Antigen ID Hersteller Verdiinnung Blocklésung | Stamm
CASP3 9662S Cell Signaling 1/1000 Milch Kaninchen
PARP1 9542L Cell Signaling 1/1000 Milch Kaninchen
CASP9 PA5-17913 | Invitrogen 1/1000 BSA Kaninchen
B-Actin-HRP | A3854 Sigma Aldrich 1/10 000 Milch Maus

Fiir die histochemischen Analysen wurden die Antikorper aus Tabelle 3 verwendet. Fir die
Farbung von Huh7 Zellen wurden ungekoppelte Antikérper gegen Cytochrome ¢ und
TOMMZ20, mit entsprechenden Isotyp Kontrollen verwendet. Die Analyse erfolgte mit einem

Alexa Fluor 594- und Alexa Fluor 488-gekoppelten Antikorper.

Tabelle 3: verwendete Antikorper fiir Immunhistochemie.

Antikorper ID Hersteller Verdiinnung | Stamm
Cytochrome c Ab110325 | abcam 2 ug/ml Maus IgG2a
TOMM20 424065 Cell Signaling | 2 ug/ml Kaninchen IgG
Isotyp Kontrolle Maus IgG2a ab18415 | abcam 5 pg/ml Maus IgG2a
Isotyp Kontrolle Kaninchen IgG ' Ab172730 abcam 2 ug/ml Kaninchen IgG
Anti mouse Alexa Flour 594 A11005 Invitrogen 1/1000 Maus IgG2a
Anti rabbit Alexa Flour 488 A11078 invitrogen 1/1000 Kaninchen IgG

2.2.5 Western Blot-Analysen

Detektionslosung

2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Coumarin-Saure in DMSQO, 0,1 M Tris-HCl pH 8,5, 0,03% H,0

SuperSignal™ West Atto Ultimate Sensitivity Substrate
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Western Blot Waschpuffer

1x PBS mit 0,05 % Tween-20 (PBST)

Blockierlésung
5 % Milch oder 5 % BSA in PBST

Strippinglosung

1x Re-Blot Plus Strong

Anodenpuffer A

300 mM Tris, 20 % Methanol, pH 10,4

Anodenpuffer B

25 mM Tris, 20 % Methanol, pH10,4

Kathodenpuffer C

25 mM Tris, 20 % Methanol, 40 mM 6-Aminohexansaure, pH 9,4

Die zuvor aufgetrennten Proteine wurden mittels eines Semi-Dry Systems auf eine PVDF-
Membran transferiert. Die PVDF-Membran wurde zuvor in Methanol aktiviert und die
Filterpapiere sowie das SDS-Gel in den jeweiligen Anoden- bzw. Kathodenpuffer equilibriert.
Der Transfer erfolgte bei 80 mA (pro Gel) fiir 50 min. Das SDS-Gel war dabei zum Minuspol
und die PDVF-Membran zum Pluspol gerichtet. AnschlieBend wurde die Membran fiir 1 h
unter Schwenken in Blockierl6sung bei RT inkubiert. Es folgte, schittelnd, eine Inkubation mit
Primarantikorper bei 4°C (iber Nacht. Die Membran wurde anschliefend 3 x 5 min in Western
Blot Waschpuffer gewaschen, gefolgt von der Inkubation mit entsprechendem
Sekundarantikorper fir 1 h bei RT. Die Membran wurde anschlielend fiir 3 x 5 min in
Waschpuffer gewaschen. Im Anschluss erfolgte die Detektion der Proteine, dazu wurde die
entsprechende Detektionslosung verwendet. Um die Membran anschlieRend mit weiteren
Antikorpern anfarben zu kdénnen, wurde die Membran flir 20 min schittelnd mit
Strippinglosung bei RT inkubiert und darauffolgend fiir 1 h blockiert. Es folgte die Inkubation

mit einem weiteren Primarantikorper. Als Ladekontrolle diente B-Aktin.
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2.2.6 Immunhistochemie

Immunhistochemie Waschpuffer

1 x PBS mit 0,05% Tween-20 (PBST)

Fiir die immunhistochemischen Analysen wurden Huh7 Zellen nach Stimulation 1 x mit PBS
gewaschen und fir 5 min mit 4% Paraformaldehyd bei RT fixiert. AnschlieBend wurden die
Zellen 3 x mit PBS gewaschen und mit 0,1% TritonX-100 fir 10 min permeabilisiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen mit 1% BSA in PBST geblockt. Folgend
wurden die Zellen zusammen mit dem primaren Antikorper (Tabelle 3) bei 4°Cfiir 12 h bis 16 h
in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBS folgte die Inkubation
mit Sekundarantikorpern (Tabelle 3). Nach 3 x Waschen wurden die Zellen mit ProLong™ Gold
Eindeckmittel mit DAPI bedeckt und mit Deckglaschen fixiert. Die Analyse erfolgte am Keyence

BZ-X810.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 Kultivierung von Zelllinien in vitro

Hep3B Zellkultur Medium

MEM, 10% FCS

HepG2 Zellkultur Medium

RPMI, 10% FCS

Huh7 Zellkultur Medium

DMEM high glucose, 10% FCS

HCT116 Zellkultur Medium

McCoy's 5A, 10% FCS

Einfrierl6sung
FCS, 5% DMSO
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Die Zellen wurden bei 37°C im Wasserbad aufgetaut. Es folgte eine Zentrifugation der
Zellsuspension flir 5 min bei 300 x g. Das Zellpellet wurde anschlieRend im entsprechenden
Medium aufgenommen und in einer Zellkulturflasche bei 37°C, 5% - 10% CO; kultiviert. Die
Zellen wurden zweimal pro Woche passagiert. Die Hep3B Zellen wurden 1/3 — 1/4, die HepG2
Zellen wurden 1/4 - 1/5 und die Huh7 und HCT116 wurden 1/4 - 1/10 gesplittet. Dazu wurde
das Medium abgesaugt und die Zellen anschliefend mit PBS gewaschen. Folgend wurden die
Zellen mit 1 x Trypsin-EDTA versetzt und 5 min bei 37°C inkubiert. Die Zellen wurden im
entsprechenden Medium resuspendiert und durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren sowie
Filtrieren vereinzelt. Fiir Experimente erfolgte eine Bestimmung der Zellzahl mittels TC20™

Automated Cell Counter.

2.3.2 Zellkulturmodelle zur Behandlung mit DMF, 5-FU, ABT-199 und MIK665

Flr die Analysen des relativen ATP-Gehalts (2.3.7), des Zellzykluses (2.3.4), des Zelltods (2.3.3),
fiir die Herstellung von Proteinlysaten (2.2.1) sowie fiir die Immunhistochemie (2.2.6) wurden
die Zellen in einer Konzentration von 1,5 — 2,0-10°/ml ausgesat.

Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen DMF, 5-FU, ABT-199 oder MIK665
behandelt. Eine Ko-Behandlung mit zVAD erfolgte 30 min vor der Behandlung mit DMF,
ABT-199 oder MIK665. Die Zellen wurden fiir die angegebene Zeit behandelt.

2.3.3 Durchflusszytometrie zur Untersuchung der Zelltodinduktion

1x Bindepuffer

140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl,, 10 mM Hepes pH 7,4

Zur Analyse der Zelltodinduktion wurden die Zellen mit Accutase abgeldst und mit dem
Uberstand inklusiv apoptotischer/toter Zellen fiir 5 min, bei 4°C und 300 x g zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde darauffolgend in 1x Bindepuffer aufgenommen und mit DAPI (0,01 pg/ml)
und Annexin V FITCs (0,54 pug/ml) versetzt und fir 10 min auf Eis inkubiert. Die Messungen

wurden am LSRFortessa durchgefiihrt.

2.3.4 Durchflusszytometrie zur Untersuchung des Zellzyklus

1 mg/ml RNAse
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Zur Analyse des Zellzyklus wurden sowohl vitale adhirente Zellen als auch Zellen im Uberstand
verwendet. Die Zellen wurden gemal} 2.3.1 mit 1 x Trypsin abgeldst und anschlieend 5 min,
bei 4°C und 300 x g zentrifugiert. Das Zellpellet wurde danach einmal mit PBS gewaschen und
darauffolgend in 300 ul PBS aufgenommen. Unter langsamen Vortexen erfolgte die Zugabe
von 700 pl 100% EtOH zur Fixierung der Zellen (Endkonzentration 70% EtOH). Die fixierten
Zellen wurden bei-20°C Gber Nacht gelagert. Am Tag der Messung wurden die Zellen pelletiert
(5 min, 3 400 x g) und einmal mit PBS gewaschen. Das Pellet wurde anschlieRend in 400 ul PBS
aufgenommen, 50 ul RNAse hinzugegeben (Endkonzentration 0,1 mg/ml) und fir 20 min bei
37°C inkubiert. AnschlieRend wurde DAPI (0,5 pg/ml) hinzugegeben und fur 10 min bei 4°C
inkubiert. Die Zellen wurden vor der Messung durch ein Zellsieb (PorengréfRe 35 um) gegeben

und anschlieRend am LSRFortessa vermessen.

2.3.5 Durchflusszytometrie zur Untersuchung der Proliferation

Cell Proliferation Staining Reagent - Green Fluorescence - Cytopainter

Zur Analyse der Proliferation wurden 1,0-10° Zellen mit 500 nM Cytopainter versetzt. Es folgte
eine Inkubation von 4 h—6 h bei 37°C. Die Zellen wurden anschlieRend 3 x mit PBS gewaschen
und anschlieBend stimuliert. Zur Analyse wurde der Uberstand verworfen und die Zellen wie

in 2.3.1 beschrieben abgelost. Die Messungen wurden am LSRFortessa durchgefiihrt.

2.3.6 Migrationsassay

Zur Analyse der Migrationsfahigkeit wurden die Zellen in 2-well Kultur-Inserts in einer 24 —
Well Platte ausgesat. Pro Insertkammer wurden 70 ul einer Zellsuspension mit der
Konzentration 2,5-10° Zellen/ml verwendet. AnschlieRend wurden die Zellen tiber Nacht bei
37°C inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Inserts entfernt und die Zellen stimuliert. Die
Darstellung der Bilder erfolgte mit dem Fluoreszenzmikroskop. Fiir die Auswertung des

relativen Lickenschlusses wurde die Software Image J verwendet.

2.3.7 ATP-Assay

CellTiter-Glo® 2.0 Assay (Promega)
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Zur Analyse des relativen ATP-Gehalts wurden die Hep3B, HepG2, Huh7 und HCT116 Zellen
wie in 2.3.2 in eine 96-Well Platte ausgesat. Die Zellen wurden anschlieBend behandelt. Die
Messung des relativen ATP-Gehalts erfolgte mittels CellTiter-Glo® 2.0 Assay (Promega) und

wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.3.8 Caspase-Aktivitatsassays

Caspase-Glo® 3/7 Assay

Caspase-Glo® 8 Assay

Caspase-Glo® 9 Assay

Zur Analyse der Caspase-Aktivitat wurden Huh7 und HCT116 Zellen in einer Konzentration von
1,5-10° Zellen/ml in eine 96-Well Platte ausgesit. Die Zellen wurden anschlieBend behandelt.
Die Messung der Caspase-Aktivitat erfolgte mittels Caspase-Glo® 3/7 Assay, Caspase-Glo® 8

Assay oder Caspase-Glo® 9 Assay (Promega) und wurde nach Herstellerangaben durchgefiihrt.

2.4 Statistische Analysen und andere Berechnungen

Zur statistischen Auswertung diente Microsoft Excel 2013 und GraphPad Prism 8. Die
Messwerte sind als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt. Die statistischen
Auswertungen wurden mit dem student’s t-test oder der One-way-Anova durchgefiihrt. Ein
p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant betrachtet. *p < 0,05, **p 0,01, ***p <
0,001, ****p < 0,0001. Sofern keine weiteren Angaben gemacht wurden, beziehen sich die
angegebenen p-Werte auf Kontrollzellen, die mit DMSO behandelt wurden.

Der Kombinationsindex (engl. Combination Index (Cl)) wurde mittels der CompuSyn Software
berechnet (http://www.combosyn.com/ Version 1)[99]. Dazu wurde die ICsp aus den
Ergebnissen des spezifischen Zelltods (Einzel- und Kombinationsbehandlung) berechnet.

Die ICsop wurde anschlieBend durch eine sigmoidale Dosis(log)-Wirkungs-Kurve (variable
Steigung) abgeleitet. Dazu wurde die Software GraphPad Prism 8 verwendet. Werte < 0,9

deuten auf Synergismus hin, kleinere IC-Werte deuten auf eine starkere Synergie.
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3 Ergebnisse

3.1 Zeit- und dosisabhangige Reduktion des relativen ATP-Gehaltes durch
DMF-Behandlung in HCC-Zelllinien
Der zellulaire Metabolismus dient nicht allein der Energiegewinnung von Zellen, die
entstehenden Metaboliten beeinflussen ebenfalls Signalkaskaden, Zelltod, Proliferation sowie
die Differenzierung. Es konnte bereits gezeigt werden, dass DMF die Zellviabilitdt bzw. den
relativen ATP-Gehalt in verschiedenen soliden Tumorentitaten reduziert und somit zu einer
Energie-Depletion flihrt [100,101]. Weiterhin konnte in einem CCK8 Assay bereits gezeigt
werden, dass die Zellviabilitat nach DMF-Behandlung in verschiedenen HCC-Zelllinien
reduziert wird [102]. Es sollte nun untersucht werden, ob eine DMF-Behandlung ebenfalls den
relativen ATP-Gehalt in HCC-Zelllinien reduziert. Mit Hilfe eines lumineszenz-basierten Assays
wurde der relative Gehalt von ATP in den Zelllinien Huh7, HepG2 und Hep3B nach DMF-
Behandlung bestimmt (Abbildung 9a). Die Zellen wurden dazu mit verschiedenen
DMF-Konzentrationen von 25 uM — 100 uM bis zu 72 h behandelt. Als Kontrolle dienten mit
DMSO behandelte Zellen. Es war eine zeit- und dosisabhangige Reduktion der ATP-

Konzentration in den analysierten Zelllinien zu erkennen (Abbildung 9b —d).

Nach 48 h Behandlungszeit konnte in der Huh7-Zelllinie eine Reduktion des ATP-Gehalts von
bis zu 38,2% und nach 72 h bis zu 46,4% beobachtet werden (Abbildung 9b). In HepG2-Zellen
konnte der ATP-Gehalt um bis zu 47,8% nach 48 h und 72 h Behandlungszeit reduziert werden
(Abbildung 9c). Die Zelllinie Hep3B zeigte die groRten Effekte in Bezug auf die Reduktion des
Energie-Levels. Es konnte eine Reduktion der ATP-Menge um bis zu 40,3% nach 48 h und um
bis zu 58,7% nach 72 h DMF-Behandlung beobachtet werden (Abbildung 9d). DMF ist somit in
der Lage den relativen ATP-Gehalt in HCC-Zelllinien zu reduzieren und fiuhrt demzufolge zu

einer Energie-Depletion in den untersuchten Zelllinien.
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Abbildung 9: Behandlung mit DMF reduziert den relativen ATP-Gehalt von HCC-Zelllinien. (a)
Schematische Durchfiihrung eines ATP-Assays. HCC-Zelllinien wurden bis zu 72 h mit den
angegebenen DMF-Konzentrationen behandelt. AnschlieBend wurde der ATP-Gehalt mittels eines
lumineszenz-basierten Assays quantifiziert. Es besteht ein linearer Zusammenhang zwischen der
Anzahl vitaler Zellen, ATP-produzierender Zellen und dem Lumineszenzsignal. ATP-Gehalt von (b)
Huh7 (n =8), (c) HepG2 (n =8) und (d) Hep3B (n =9). (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001
verglichen mit der DMSO-behandelten Kontrolle). Die Ergebnisse wurden mittels One Way Anova
analysiert.

3.2 Die Behandlung mit DMF fiihrt zur Reduktion der Proliferation in Huh7, HepG2 und
Hep3B

Verminderte ATP-Mengen kénnen zu einer verminderten Proliferation fiihren [103]. Deshalb

wurde die Proliferationsrate nach DMF-Behandlung untersucht. Dazu wurde ein

FACS-basierter Proliferationsassay durchgefiihrt. Bei diesem Assay wurden die Zellen mit

einem grin fluoreszierenden Farbstoff (CytoPainter Cell Proliferation Staining Reagent,
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abcam) markiert, der das Cytoplasma der Zellen anfédrbt. Durch die Proliferation wird das
Fluoreszenzsignal der Zellen fortschreitendend schwacher, da sich die Menge des Farbstoffes
bei jeder Zellteilung halbiert. Auf dieser Grundlage kann die Proliferation der Zellen verfolgt
werden. Die unterschiedlichen Hepatomzelllinien wurden zunachst gefarbt und anschlieSend
mit aufsteigenden DMF-Konzentrationen (25 pM — 100 uM) fiir bis zu 96 h behandelt. Als
Kontrolle dienten mit DMSO behandelte Zellen. Um eine mogliche Zelltodinduktion zu
verhindern, wurden die Zellen ebenfalls mit zVAD, einem Pan-Caspase-Inhibitor, behandelt.
In Schroeder et al. konnten wir bereits zeigen, dass DMF Apoptose in CTCL-Zellen induziert
[75]. Durch die simultane Behandlung mit zVAD kann untersucht werden, ob die
Proliferationsinhibition wirklich auf DMF und nicht auf Caspase induzierten Zelltod

zurtckzufihren ist.

Es war zu beobachten, dass mit steigender DMF-Konzentration die Proliferation der Zellen
ohne und mit zVAD-Behandlung zeit- und dosisabhangig inhibiert wurde (Abbildung 10a — ).
Die Proliferationsinhibition war bei gleichzeitiger Behandlung mit zZVAD jedoch ausgepragter
(Abbildung 10a, ¢, d, g, h und j). Die grofSten Effekte konnten bei den Zelllinien Huh7 und
Hep3B beobachtet werden (Abbildung 10a — ¢, h —j). Die Proliferationsrate wurde bei diesen

Zelllinien um bis zu 15% reduziert.

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass DMF die Proliferation von Huh7, HepG2 und

Hep3B konzentrationsabhangig inhibiert.
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Abbildung 10: DMF inhibiert die Proliferation von HCC-Zelllinien. Die HCC-Zelllinien Huh7, HepG2
und Hep3B wurden mit den angegebenen DMF-Konzentrationen fir bis zu 96 h behandelt. Die Zellen
wurden mit CytoPainter Cell Proliferation Staining Reagent gefarbt und die Proliferation mittels
Durchflusszytometrie analysiert. DMSO diente als Kontrolle. Proliferationsassay von (a) Huh7 (n = 3;
+zVAD n = 2). (d) HepG2 (n = 4, +zVAD n = 2) und (h) Hep3B (n = 3, zVAD n = 3). Quantifizierung der
relativen FITC-Intensitat von (b, ¢) Huh?, (f, g) HepG2 und (i, j) Hep3B.
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3.3 DMF induziert G2-Arrest in Huh7 und Hep3B

Die Proliferation ist mit dem Zellzyklus verknilpft. Deshalb wurde folgend untersucht, ob die
Proliferationsinhibition durch einen Zellzyklusarrest initiiert wird. Der Zellzyklus besteht aus
verschiedenen Phasen bezeichnet als GO/G1 (Gap), S (Synthese), G2 (Wachstumsphase) und
M (Mitose) (Abbildung 11a).

G, .\
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b\/ - 1000 i
GoPhase N\
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Abbildung 11: (a) Schematische Darstellung des Zellzyklus. G (GAP), S (Synthese), M (Mitose).
Von der G1-Phase kann eine Zelle in den Zustand GO wechseln, diese Zellen werden als ruhend
(quiescent) bezeichnet. (b) Schematische Darstellung einer Zellzyklusanalyse im FACS, gemessen wird
der relative DNA-Gehalt in den Zellen.

Die G1- und G2-Phasen markieren dabei eine Pause im Zellzyklus, hervorgerufen durch zwei
Ereignisse, zundchst der DNA-Replikation und anschliefend der Mitose. Des Weiteren kdnnen
Zellen auch von der G1- in die GO-Phase, ein ruhendes Stadium, wechseln. Die G1- und G2-
Phasen werden dabei genutzt, um z.B. Zellbestandteile neu zu synthetisieren oder die
Chromosomensegregation vorzubereiten [104]. Zur Bestimmung des Zellzykluses wurde ein
FACS-basierter Assay durchgefihrt (Abbildung 11b). Fir diesen Assay wurden die Zelllinien
Huh7, HepG2 und Hep3B mit aufsteigenden DMF-Konzentrationen (25 uM — 100 uM)
behandelt. Als Kontrolle dienten mit DMSO behandelte Zellen. Die Zellen wurden bis zu 48 h
behandelt, anschlieBend mit Ethanol fixiert und der relative DNA-Gehalt mittels DAPI-Farbung

bestimmt.
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Nach 6 h Behandlung mit DMF konnte in keiner Zelllinie eine Veranderung des Zellzyklus
beobachtet werden (Abbildung 12a —c). In HepG2 konnte auch nach 48 h Behandlungszeit mit
DMF keine Veranderung im Zellzyklus gemessen werden (Abbildung 12 b). Dies ist konsistent
mit den vorherigen Ergebnissen zur Inhibition der Proliferation. Auch bei diesem Experiment
zeigte die Zelllinie HepG2 die geringsten Effekte. Bei den Zelllinien Huh7 und Hep3B fiihrte
eine DMF-Behandlung nach 24 h zu einem G2-Arrest ab 75 uM DMF (Abbildung 12a und c).
Dieser Effekt verstarkte sich nach einer Behandlungszeit von 48 h. Bereits eine Behandlung
mit 50 uM DMF fiihrte nach 48 h zu einem G2-Arrest sowohl bei Huh7 als auch bei Hep3B
(Abbildung 12a und c). In Hep3B nahm gleichzeitig ebenfalls die Synthese-Phase zu (Abbildung
12c¢). Es befanden sich zeitgleich weniger Zellen in der G1-Phase des Zellzyklus. Es kann somit
geschlussfolgert werden, dass DMF abhangig von der Zelllinie (Hep3B und Huh7) zu einem G2-

Arrest fUhrt.
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Abbildung 12: DMF induziert G2-Arrest in HCC-Zelllinien. Die Zelllinien Huh7, HepG2 und Hep3B
wurden mit den angegebenen DMF-Konzentrationen fur bis zu 48 h behandelt. DMSO diente als
Kontrolle. Zellzyklusanalyse von (a) Huh7 nach 6 h, 24 h und 48 h. (n = 3) (b) HepG2 nach 6 h, 24 h
und 48 h. (n = 3) (c) Hep3B nach 6 h, 24 hund 48 h (n = 3). (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 verglichen
mit der DMSO-behandelten Kontrolle). Die Ergebnisse wurden mittels One Way Anova analysiert.
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3.4 Inhibition der Migration durch DMF in Huh7 und Hep3B Zellen

Im Zusammenhang mit der durch DMF induzierten ATP-Depletion wurde weiterhin
untersucht, ob auch die Migration der HCC-Zelllinien beeinflusst wird. Die Fahigkeit zur
Migration ist fur die Bildung von Metastasen essenziell [105]. Deshalb wurde ein
Migrationsassay fir die Hepatomzelllinien Huh7, HepG2 und Hep3B durchgefiihrt. Bei diesem
Assay entsteht mit Hilfe eines Inserts ein zellfreier Raum mit definierter Spaltbreite.
AnschlieBend kann die Migration der Zellen in den zur Verfliigung stehenden Raum
mikroskopisch beobachtet werden. Da wir in CTCL-Zellen DMF-induzierte Apoptose
nachweisen konnten, wurde zZVAD hinzugegeben, um sicherzustellen, dass die Inhibierung der
Migration nicht durch Zelltod verursacht wird [75]. Es war zu beobachten, dass die Migration
von Hep3B als auch von Huh7 Zellen konzentrationsabhangig durch DMF inhibiert wurde

(Abbildung 13a, b, e und f).

Die Migration von Huh7 Zellen wurde bereits bei einer Konzentration von 25 uM DMF nach
24 h sowie bei 50 uM DMF nach 48 h Behandlung inhibiert (Abbildung 13a und b). Bei Hep3B
konnte eine DMF-Konzentration von 50 uM ebenfalls die Migration nach 24 h und 48 h
inhibieren (Abbildung 13e und f). Eine Behandlung mit 100 uM DMF fiir 48 h fiihrte in Hep3B
Zellen zum vollstandigen Migrationsstopp (Abbildung 13e und f). Die Migration der HepG2
Zellen konnte nicht untersucht werden. Es war nur eine minimale basale Migration
unabhangig von der DMF-Behandlung zu beobachten (Abbildung 13c und d). Eine Behandlung

mit DMF fuhrt damit abhangig von der Zelllinie zur Inhibition der Migration im HCC.
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Abbildung 13: DMF inhibiert die Migration von HCC-Zelllinien. Zellen wurden mit den angegebenen
DMF-Konzentrationen fiir bis zu 48 h behandelt. DMSO diente als Kontrolle. Reprasentative Abbildung
eines Migrationassays von (a) Huh7, (c) HepG2 und (e) Hep3B. Aufnahmen wurden nach 0 h, 24 h und
48 h gemacht. Quantifizierung des Liickenschlusses von (b) Huh7 (n = 3), (d) HepG2 (n = 2), und (f)
Hep3B (n = 3). (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 verglichen mit der DMSO-behandelten Kontrolle). Die
Ergebnisse wurden mittels One Way Anova analysiert.
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3.5 DMF induziert Zelltod in HCC-Zelllinien

In den vorangegangenen Untersuchungen wurde unter anderem der ATP-Gehalt untersucht.
Weiterhin konnte gezeigt werden, dass eine DMF-Behandlung sowohl zur Proliferation- als
auch zur Migrationsinhibition fiihrt. Diese Daten lassen jedoch keine Riickschliisse darauf zu,
ob eine DMF-Behandlung auch zum Zelltod fihrt. Deshalb wurde untersucht, ob DMF Zelltod
in Hepatomzelllinien induziert. Dazu wurden Huh7, HepG2 und Hep3B Zellen nach der
Behandlung mit DMF mittels Durchflusszytometrie analysiert. Bei Induktion von Apoptose
kommt es zu einer Veranderung in der Plasmamembran. Phosphatidylserin ist ein Lipid, das
bei vitalen Zellen auf der intrazellularen Membranseite lokalisiert ist. Im Verlauf der Apoptose
kommt es zur Translokation zur extrazellularen Seite der Membran. Deshalb dient
Phosphatidylserin auch als Apoptose Marker [106]. Das mit einem fluoreszierenden Farbstoff
markierte Protein Annexin V FITC (nicht membrangangig) bindet an Phosphatidylserin und
kann somit die Induktion von Apoptose im Durchflusszytometer anzeigen. Um Apoptose und
spate Apoptose/Nekroptose unterscheiden zu konnen, wird ein zweiter Farbstoff (DAPI), der
in die DNA interkaliert, bendtigt. In den Stadien der spaten Apoptose bzw. Nekrose kommt es
zum Verlust der Membranintegritdat wodurch ein Eindringen von DAPI in die Zelle und somit

eine Interaktion mit der DNA moglich wird.

Im Durchflusszytometer kann ebenfalls die Gr6Re und Granularitat von Zellen bestimmt
werden. Anhand dieser beiden Faktoren kann ebenfalls die Zelltodinduktion analysiert
werden. Eine apoptotische Zelle ist durch Schrumpfung und eine erhéhte Granularitat der
Zelle gekennzeichnet. Eine nekrotische Zelle hingegen durch eine VergroRerung der Zelle [51].
Um die Zelltodinduktion in Huh7, HepG2 und Hep3B zu untersuchen, wurden die Zelllinien mit
aufsteigenden DMF-Konzentrationen (25 puM — 100 uM) fiir bis zu 72 h behandelt. Als
Kontrolle dienten mit DMSO behandelte Zellen. Es wurde der spezifische Zelltod mit folgender
Formel (Zelltodsehandiung-Zelltodkontrolie)/(100-Zelltodkontrolle) *100 fiir alle Zelllinien berechnet
[107]. Dabei konnte gezeigt werden, dass DMF in allen analysierten HCC-Zelllinien vor allem

bei hohen DMF-Konzentrationen spezifischen Zelltod induziert (Abbildung 14a, d und g).
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Abbildung 14: DMF induziert Zelltod in Huh7, HepG2 und Hep3B. Die HCC-Zelllinien Huh7, HepG2
und Hep3B wurden mit den angegebenen DMF-Konzentrationen fir bis zu 72 h behandelt. Der
spezifische Zelltod wurde mit (Zelltodsenandiung-Zelltodkontrolle)/(100-Zelltodkontroe)*100 berechnet [107].
Spezifischer Zelltod nach bis zu 72 h Behandlung von (a) Huh7 (n = 6), (d) HepG2 (n = 3) und (g) Hep3B
(n = 5). Spezifischer Zelltod von Huh7, HepG2 und Hep3B nach Behandlung mit DMF + 50 uM zVAD
fur 48 h. (b) Huh7 (n = 3), (e) HepG2 (n = 2) und (h) Hep3B (n = 2). Spezifischer Zelltod von Huh?,
HepG2 und Hep3B nach Behandlung mit DMF + 50 uM zVAD fiir 72 h. (¢) Huh7 (n = 3), (f) HepG2 (n =
2) und (i) Hep3B (n = 2). (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001 verglichen mit der DMSO-
behandelten Kontrolle). Die Ergebnisse wurden mittels One Way Anova analysiert.

Bei einer DMF-Konzentration von 75 uM und einer Behandlungsdauer von 48 h kann ein
Anstieg des Zelltods um 14,2% bei Huh7 und Hep3B (Abbildung 14a und d) sowie 12,3% bei
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HepG2 (Abbildung 14g) gemessen werden. Eine Behandlungsdauer von 72 h mit einer DMF-
Konzentration von 100 uM fiihrte zu einem Anstieg der Zelltodrate um 23,6% bei Huh7, 13,7%
bei HepG2 und 36,2% bei Hep3B (Abbildung 14a, d und g). Demzufolge kann bei
Konzentrationen von 75 uM oder 100 uM DMF ein signifikanter Anstieg des spezifischen
Zelltods gezeigt werden. Um zu untersuchen, ob DMF ebenfalls in HCC-Zellen Apoptose
induziert, wurde die Inhibition der Zelltodinduktion durch zVAD nach 48 h (Abbildung 14b, e
und h) und 72 h (Abbildung 14c, f und i) untersucht. Durch eine Ko-Behandlung mit zVAD
konnte der DMF-induzierte Zelltod reduziert werden. Die Rate der Zelltodreduktion war dabei
abhdngig von der untersuchten Zelllinie. Die starksten Effekte in Bezug auf die
Zelltodinhibition konnten in Hep3B nach 72 h gemessen werden (Abbildung 14i). Somit ist

DMF in der Lage spezifischen Zelltod in HCC-Zelllinien konzentrationsabhangig zu induzieren.

3.6 BH3-Mimetika induzieren Zelltod in Huh?7

DMF induziert erst bei hoheren Dosen (> 50 uM DMF) signifikant Zelltod in HCC-Zelllinien. Um
die Dosis zu reduzieren, wurde DMF mit anderen Wirkstoffen kombiniert. Dazu wurden zwei
BH3-Mimetika ausgewahlt. Der selektive Bcl-2 Inhibitor ABT-199 und der Mcl-1 Inhibitor
MIK665. BH3-Mimetika inhibieren anti-apoptotische Proteine der BCL-2 Familie. Um die
optimale W.irkstoffkonzentration zu ermitteln, wurde zundchst die halb-maximale
Inhibitorkonzentration (ICso) der einzelnen Wirkstoffe bestimmt. Die ICsp beschreibt die Dosis,
die erforderlich ist, um Zelltod bei 50% der behandelten Zellen auszul6sen. Die I1Csp wurde
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dazu wurden beide Wirkstoffe aufsteigend titriert
und anschlieRend der spezifische Zelltod berechnet. Die ICso von ABT-199 lag bei 62,2 UM nach
24 h und bei 51 uM nach 48 h (Abbildung 15a und b). Die ICso von MIK665 lag bei 23,6 uM
nach 24 h und bei 21,6 uM nach 48 h (Abbildung 15c und d) [108]. So wird auch bei den
gewahlten BH3-Mimetika erst bei hoheren Wirkstoffdosen Zelltod induziert. Um die
Konzentrationen der Wirkstoffe zu reduzieren, wurden die beiden BH3-Mimetika miteinander
kombiniert. Die aus diesem Experiment gewonnenen Daten wurden auch zur Erstellung einer

Publikation verwendet [108].
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Abbildung 15: Bestimmung der ICso in Huh7 nach ABT-199 oder MIK665-Behandlung. Der
spezifische Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie in Huh7-Zellen analysiert (a) Die Huh7-Zellen
wurden mit den angegebenen ABT-199-Konzentrationen fur bis zu 48 h behandelt. Der spezifische
Zelltod wurde mit (Zel|t0dBehandlung-ze"tOdKontroIIe)/(lOO-ZG'|t0dKontroIIe)*lOO berechnet [107] (b)
Interpolation des spezifischen Zelltods nach 24 h und 48 h Behandlung mit aufsteigenden ABT-199-
Konzentrationen. (¢) Die Huh7-Zellen wurden mit den angegebenen MIK665-Konzentrationen fiir bis zu
48 h behandelt. Der spezifische Zelltod wurde mit (Zelltodsenandiung-Zelltodkontrotie)/(100-Zelltodkontroile) *100
berechnet [107]. (d) Interpolation des spezifischen Zelltods nach 24 h und 48 h Behandlung mit
aufsteigenden MIK665-Konzentrationen. Die dargestellten sigmoidalen Dosis(log)-Wirkungs-Kurven
wurden zur Anfertigung einer Publikation verwendet [108].

3.7 Kombination von BH3-Mimetika induziert die Cytochrom c Freisetzung

BH3-Mimetika inhibieren anti-apoptotische Proteine der BCL-2 Familie. Die Inhibition anti-
apoptotischer BCL-2 Proteine fiihrt zur Freisetzung von Cytochrom c aus dem Mitochondrium
ins Zytosol, der initiale Schritt zur Einleitung der intrinsischen Apoptose [51]. Jedoch kann der
Verlust eines anti-apoptotischen BCL-2-Proteins durch andere Proteine ersetzt werden. So
konnen Tumorzellen der Apoptose entgehen, indem sie andere Mitglieder der BCL-2 Familie
hochregulieren [82]. Um die Wirksamkeit einer Einzelbehandlung mit ABT-199 oder MIK665
gegeniiber einer Kombinationsbehandlung zu evaluieren, wurden Huh7-Zellen mit

aufsteigenden ABT-199 (bis zu 5 uM) und MIK665 (bis zu 6 M) Konzentrationen, einzeln oder
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simultan, flir 4 h behandelt. Die Serumkonzentration von ABT-199 variiert dabei je nach
Patienten zwischen 0,25 uM und 10 uM [109]. Fir MIK665 wurden bis jetzt keine Daten zu
den gemessenen Serumkonzentrationen veroffentlicht. Die Cytochrom c Freisetzung wurde
mittels Immunfluoreszenz untersucht. Die Translocase of outer mitochondrial membrane 20
(TOMMZ20), ein Transporter der dulReren mitochondrialen Membran, diente als Marker fir das
Mitochondrium (Abbildung 16a und b). Als Positivkontrolle fiir eine Cytochrom c Freisetzung
wurde der mitochondriale Entkoppler Carbonylcyanid-p-trifluormethoxyphenylhydrazon
(FCCP) verwendet (Abbildung 16d). Die Behandlung mit DMSO diente als
Losungsmittelkontrolle (Abbildung 16¢). Durch Monobehandlung mit ABT-199 oder MIK665,
in den gewahlten Konzentrationen, konnte keine Cytochrom c Freisetzung in Huh7 ausgel6st
werden (Abbildung 16e, f und i, j). Dies ist konsistent mit der vorher bestimmten hohen ICs
(Abbildung 15a — d). So war eine Konzentration von 5 uM ABT-199 oder eine Konzentration
von 6 UM MIK665 nicht in der Lage eine Cytochrom c Freisetzung zu initiieren (Abbildung 16f
und j). Dies spricht flir einen Kompensationsmechanismus, der die Inhibition eines anti-
apoptotischen Proteins ausgleicht. Die Kombination mit geringen Wirkstoffkonzentrationen
wie 1 uM ABT-199 und 1 uM MIK665 sowie die Kombination von 1 uM ABT-199 und 6 uM
MIK665 fihrte ebenfalls nicht zur Cytochrom c Freisetzung (Abbildung 16g und h).
Hervorzuheben ist, dass erst bei einer Kombination von 5 uM ABT-199 und 1 pM MIK665
sowie 5 uM ABT-199 und 6 uM MIK665 Cytochrom c freigesetzt wird (Abbildung 16k und I).
Diese Wirkstoffkombination induziert somit MOMP. Daraus ldsst sich schlieRen, dass die
Inhibition zweier Mitglieder der BCL-2-Familie von Huh7-Zellen, bei entsprechender

Wirkstoffkonzentration, nicht kompensiert werden kann.
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B TOMM20 ™ Cytochromec M DAPI

Abbildung 16: Kombination von ABT-199 und MIK665 induziert eine Cytochrom ¢ Freisetzung
aus dem Mitochondrium. Immunfluoreszenz von TOMM20 und Cytochrom c. TOMM20 ist mit Alexa
Fluor 488 Antikdrpern (griin) und Cytochrom ¢ mit Alexa Fluor 594 Antikérpern (rot) markiert. Die
Zellkerne wurden mit DAPI (blau) gefarbt. Gelb: Cytochrom ¢ kolokalisiert mit dem Mitochondrium,
rot/orange: Cytochorm c Freisetzung (a, b) Korrespondierende Isotyp Kontrolle (c) DMSO-Behandlung
als Negativkontrolle. (d) Positivkontrolle: Zellen wurden 3 h mit 30 uM FCCP behandelt, um MOMP zu
induzieren. (e-I) Immunfluoreszenz von TOMM20 und Cytochrom c¢ in Huh7-Zellen. Die Zellen wurden
mit ABT-199 und/oder MIK665 in den angegebenen Konzentrationen fir 4 h behandelt (n = 3).

3.8 Die Kombination von ABT-199 und MIK665 induziert die Caspase-Kaskade

Die Freisetzung von Cytochrom c fiihrt (iber das Apoptosom zur proteolytischen Spaltung der
Initiatorcaspase 9 und somit zur ihrer Aktivierung (Abbildung 17a) [51,110]. Tumorzellen
verfligen jedoch haufig Gber Mechanismen, um eine Cytochrom c-induzierte Caspase-
Aktivierung zu unterdriicken, wie z.B. durch die Inhibitors of Apoptosis (IAP1, IAP2 und XIAP).
Diese kdonnen effektiv eine Caspase-Aktivierung inhibieren [111]. Deshalb wurde sowohl die
Spaltung als auch die Aktivitat der Initiatorcaspase 9 und der von ihr induzierten

Effektorcaspase 3 untersucht. Diese beiden Caspasen sind wichtige Bestandteile der Caspase-
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Kaskade und initiieren die intrinsische Apoptose [51,112]. Mittels Western Blot Analyse wurde
gezeigt, dass die Monobehandlung mit den Inhibitoren zu keiner Spaltung von Caspase 9 in
Huh7-Zellen fuhrt (Abbildung 17b). Da die Monobehandlung mit den einzelnen Inhibitoren
keine Auswirkungen auf die Freisetzung von Cytochrom c hatte, entspricht dies den

Erwartungen.

Erst die Kombination aus 5 uM ABT-199 und 1 uM MIK665 sowie die Kombination aus 5 uM
ABT-199 und 6 UM MIK665 fiihrten zur Spaltung von Caspase 9 nach 4 h Behandlungszeit
(Abbildung 17b). Zusatzlich zur Caspase-Spaltung flihrte die Kombinationsbehandlung zu einer
erhohten Caspase 9 Aktivitat in Huh7-Zellen, die durch einen lumineszenz-basierten Assay
nach 4 h Behandlung gemessen wurde (Abbildung 17c und d). Die Behandlung der Huh7-Zellen
mit einer festen MIK665-Konzentration (6 uM) und aufsteigenden ABT-199-Konzentrationen
resultierte in einer Steigerung der Aktivitdt um bis zu 26,7% nach 4 h Behandlungszeit im
Vergleich zur Monobehandlung mit 6 uM MIK665 (Abbildung 17c). Bei Kombination von 5 uM
ABT-199 und aufsteigenden MIK665-Konzentrationen konnte eine Steigerung der Caspase 9
Aktivitat von 37,7% im Vergleich zur Monobehandlung mit 5 uM ABT-199 erreicht werden
(Abbildung 17d). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Caspase-Aktivitat durch zVAD
blockiert werden kann (Abbildung 17c und d). Bei Behandlung mit 5 uM ABT-199 und
aufsteigenden MIK665-Konzentrationen reduzierte sich die spezifische Caspase-Aktivitat
bereits nach 6 h wieder (Abbildung 17f). Dahingegen blieb die spezifische Caspase-Aktivitat
bei Behandlung mit 6 uM MIK665 und aufsteigenden ABT-199-Konzentrationen 4 h — 8 h
konstant (Abbildung 17e). Somit habe ich zeigen kdnnen, dass nur die parallele Inhibition von
Bcl-2 und Mcl-1 eine effektive Aktivierung der Caspase 9 in Huh7-Zellen induziert. Die

dargestellten Ergebnisse wurden auch fir die Erstellung einer Publikation verwendet [108].
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Abbildung 17: Kombination der BH3-Mimetika ABT-199 und MIK665 fuhrt zur Caspase 9
Spaltung. (a) Schematische Darstellung der Einleitung der intrinsischen Apoptose durch BH3-Mimetika.
Die Mitglieder der BCL-2 Familie regulieren die Einleitung der intrinsischen Apoptose. Der Einsatz von
BH3-Mimetika fuhrt zum Cytochrom ¢ Ausstrom und zur Caspase 9 Spaltung/Aktivitat. (b) Western Blot
Analyse von (gespaltener) Caspase 9. Die Zellen wurden mit ABT-199 und/oder MIK665 in den
angegebenen Konzentrationen fir 4 h behandelt. DMSO diente als Kontrolle. (c, d) Aktivitatsassay von
Caspase 9 + 35 uM zVAD Ko-Behandlung. Die Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen
fir 4 h behandelt. Fur eine Ko-Behandlung mit zVAD wurden die Zellen vor der Behandlung mit den
BH3-Mimetika fir 20 min mit 35 uM zVAD vorbehandelt. Die Daten zeigen die spezifische Caspase 9
Aktivitat im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle (n = 3). Die gestrichelte Linie trennt die
Monobehandlung von der BH3-Kombinationsbehandlung. Nach Behandlung fiir 4 h wurde die Caspase-
Aktivitat mittels eines lumineszenz-basierten Assays quantifiziert. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001
verglichen mit der Monobehandlung). Die Ergebnisse wurden mittels One Way Anova analysiert.
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(e, f) Aktivitatsassay von Caspase 9 nach bis zu 8 h Behandlung. Die Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen behandelt. Die Daten zeigen die spezifische Caspase 9 Aktivitat im
Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle (n = 3). Nach Behandlung wurde die Caspase-Aktivitat
mittels eines lumineszenz-basierten Assays quantifiziert. Aus Grinden der visuellen Klarheit und
Lesbarkeit sind die p Werte der Diagramme E und F in der folgenden Tabelle 4 dargestellt. Die
dargestellte Spaltung der Caspase 9 sowie die Aktivitatssteigerung nach 4 h und 6 h wurden zur
Anfertigung einer Publikation verwendet. Ebenfalls wurde die Inhibition der Caspase-Aktivitat durch
zVAD Ko-Behandlung verwendet. [108].

Tabelle 4: p-Werte des Caspase 9 Aktivitdtsassays nach Kombinationsbehandlung mit ABT-
199 und MIK665 fiir 4 h — 8 h. Die Signifikanzen wurden mittels One Way Anova berechnet.

Kombinationsvergleich Behandlungsdauer p-Wert
6 pM MIK665 vs. 5 uM ABT-199 + 6 pM MIK665 4 h 0,0389
6 pM MIK665 vs. 10 pM ABT-199 + 6 uM MIK665 4h 0,0002
6 pM MIK665 vs. 5 uM ABT-199 + 6 pM MIK665 6h 0,0051
6 pM MIK665 vs. 10 pM ABT-199 + 6 uM MIK665 6h 0,0002
5 pM ABT-199 vs. 0,5 puM MIK665 + 5 uM ABT-199 6h 0,0044
6 pM MIK665 vs. 5 uM ABT-199 + 6 pM MIK665 8h 0,0003
6 pM MIK665 vs. 10 pM ABT-199 + 6 uM MIK665 8h 0,0008
5 pM ABT-199 vs. 0,5 puM MIK665 + 5 uM ABT-199 8h 0,0049

Die aktive Caspase 9 kann die Caspase-Kaskade einleiten und die Effektorcaspase 3 aktivieren
(Abbildung 18a) [51,112]. Dies wurde wieder mittels Western Blot und einem lumineszenz-
basierten Aktivitatsassay bestimmt. Wie erwartet, resultierte die alleinige Behandlung mit
5 uM ABT-199 oder 6 uM MIK665 weder in Spaltung der Caspase 3 noch in einer signifikanten
Aktivitatssteigerung (Abbildung 18b — d). Eine Kombination von 5 uM ABT-199 und 1 uM
MIK665 sowie 5 uM ABT-199 und 6 uM MIK665 filihrte zur Spaltung der Caspase 3 nach 4 h
Behandlungszeit (Abbildung 18c und d). Weiterhin konnte ebenfalls eine Steigerung der
Caspase 3/7 Aktivitat um bis zu 620,1% bei Kombination von 6 uM MIK665 mit aufsteigenden
ABT-199-Konzentrationen gezeigt werden (Abbildung 18c). Eine Kombination von 5 uM
ABT-199 und aufsteigenden MIK665-Konzentrationen steigerte die spezifische Caspase 3/7
Aktivitdt um bis zu 256,0% nach 4 h Behandlungszeit (Abbildung 18d). Diese Ergebnisse

wurden auch in Michalski et al. publiziert [108].

Durch eine Ko-Behandlung mit zVAD konnte auch hier die Caspase Aktivitat blockiert werden

(Abbildung 18c und d). Die Caspase 3/7 Aktivitat steigerte sich (iber einen Zeitraum von 8 h,
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sowohl bei Behandlung mit konstanter MIK665 (6 uM) als auch mit konstanter ABT-199 (5 uM)

Konzentration (Abbildung 18e und f) [108].
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Abbildung 18: Kombination der BH3-Mimetika ABT-199 und MIK665 fuhrt zur Caspase 3
Spaltung. (a) Schematische Darstellung der Einleitung der intrinsischen Apoptose durch BH3-Mimetika.
Die Mitglieder der BCL-2 Familie regulieren die Einleitung der intrinsischen Apoptose. Der Einsatz von
BH3-Mimetika fihrt zum Cytochrom c¢ Ausstrom, zur Caspase 9 Aktivitat und folgend zur
Spaltung/Aktivitdt von Caspase 3. (b) Western Blot Analyse von (gespaltener) Caspase 3. Die Zellen
wurden mit ABT-199 und/oder MIK665 in den angegebenen Konzentrationen fur 4 h behandelt. DMSO
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diente als Kontrolle. (c, d) Aktivitdtsassay von Caspase 3/7 + 35 uM zVAD Ko-Behandlung. Die Zellen
wurden mit den angegebenen Konzentrationen fur 4 h behandelt. Fir eine Ko-Behandlung mit zZVAD
wurden die Zellen vor der Behandlung mit den BH3-Mimetika fur 20 min mit 35 pM zVAD vorbehandelt.
Nach Behandlung fir 4 h wurde die Caspase-Aktivitat mittels eines lumineszenz-basierten Assays
quantifiziert. Die Daten zeigen die spezifische Caspase 3/7 Aktivitdt im Vergleich zur DMSO-
behandelten Kontrolle (n = 3). Die gestrichelte Linie trennt die Monobehandlung von der BH3-
Kombinationsbehandlung. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 verglichen mit der Monobehandlung). Die
Ergebnisse wurden mittels One Way Anova analysiert Die dargestellte Spaltung der Caspase 3 sowie
die Aktivitatssteigerung ohne Ko-Behandlung mit zVAD wurden zur Anfertigung einer Publikation
verwendet [108]. (e, f) Aktivitatsassay von Caspase 3/7 nach bis zu 8 h Behandlung. Die Zellen wurden
mit den angegebenen Konzentrationen fir 4 h — 8 h behandelt. Die Daten zeigen die spezifische
Caspase 3/7 Aktivitat im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle (n = 3). Nach Behandlung fur bis
zu 8 h wurde die Caspase-Aktivitat mittels eines lumineszenz-basierten Assays quantifiziert. Aus
Griunden der visuellen Klarheit und Lesbarkeit sind die p-Werte der Diagramme E und F in der folgenden
Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: p-Werte des Caspase 3/7 Aktivitdtsassays nach Kombinationsbehandlung mit

ABT-199 und MIK665 fiir 4 h — 8 h. Die Signifikanzen wurden mittels One Way Anova

berechnet.
Kombinationsvergleich Behandlungsdauer | p-Wert
6 uM MIK665 vs. 10 pM ABT-199 + 6 puM MIK665 4h 0,0002
5 uM ABT-199 vs. 2,5 pM MIK665 + 5 uM ABT-199 4h 0,0191
5 uM ABT-199 vs. 6 uM MIK665 + 5 pM ABT-199 4h 0,0352
6 uM MIK665 vs. 5 pM ABT-199 + 6 pM MIK665 6 h 0,0027
6 UM MIK665 vs. 10 pM ABT-199 + 6 M MIK665 6 h <0,0001
6 UM MIK665 vs. 2,5 uM ABT-199 + 6 pM MIK665 8h 0,0118
6 UM MIK665 vs. 5 pM ABT-199 + 6 pM MIK665 8h <0,0001
6 UM MIK665 vs. 10 pM ABT-199 + 6 M MIK665 8h <0,0001

Um die Moglichkeit einer kombinierten Aktivierung der extrinsischen und intrinsischen
Apoptose zu untersuchen, wurde auch die Aktivitat der Caspase 8 analysiert. Es konnte jedoch
keine signifikante Beteiligung der extrinsischen Apoptose nach Behandlung mit BH3-Mimetika
festgestellt werden (Abbildung 19a und b). Diese Ergebnisse wurden auch in Michalski et al.
publiziert [108].
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Abbildung 19: Keine Kombination der intrinsischen und extrinsischen Apoptose. Die Zellen
wurden mit den angegebenen ABT-199 und/oder MIK665-Konzentrationen fiir 4 h behandelt. Die Daten
zeigen die spezifische Caspase 8 Aktivitdt im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle. Die
gestrichelte Linie trennt die Monobehandlung von der BH3-Kombinationsbehandlung. (a, b)
Aktivitatsassay von Caspase 8. (n = 3). Die dargestellte Caspase 8 Aktivitdtsmessung wurde auch in
Michalski et al. publiziert [108].

Die Aktivierung der Effektorcaspase 3 fuhrt zur Spaltung von essentiellen Proteinen, den so
genannten Todessubstraten, wie Poly(ADP-ribose)-Polymerase 1 (PARP) (Abbildung 20a)
[113,114]. Die kombinierte Behandlung der beiden BH3-Mimetika induzierte eine PARP-
Spaltung nach 4 h Behandlungszeit. Bei Applikation von jeweils nur einem der beiden
Inhibitoren konnte keine PARP-Spaltung gezeigt werden (Abbildung 20b). Die gezeigte PARP-
Spaltung ist dabei konsistent zu unseren bisherigen Ergebnissen und wurde ebenfalls in
Michalski et al. veréffentlicht.

Zusammengefasst zeigen die Experimente eine Induktion der intrinsischen Apoptose in Huh7-
Zellen nach einer Kombinationsbehandlung mit ABT-199 und MIK665. Nur die simultane
Inhibition von zwei Proteinen (Bcl-2 und Mcl-1) der BCL-2 Familie kann die Caspase-Kaskade

in Huh7 induzieren [108].
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Abbildung 20: Die Kombination von ABT-199 und MIK665 fihrt zur PARP-Spaltung. (a)
Schematische Darstellung der Einleitung der intrinsischen Apoptose durch BH3-Mimetika. Die
Mitglieder der BCL-2 Familie regulieren die Einleitung der intrinsischen Apoptose. Der Einsatz von BH3-
Mimetika fuhrt zum Cytochrom ¢ Ausstrom, zur Caspase 9 Aktivitat, zur Aktivitat von Caspase 3 und
letztendlich zur Spaltung von PARP (b) Western Blot Analyse von (gespaltenem) PARP. Die dargestellte
Spaltung von PARP wurde zur Anfertigung einer Publikation verwendet [108].

Um die Wirkung der BH3-Mimetika auf den Metabolismus in Huh7 zu untersuchen wurde der
relative ATP-Gehalt nach der Behandlung mittels lumineszenz-basierten Assays bestimmt.
Dazu wurden die Huh7-Zellen bis zu 48 h mit 5 uM ABT-199 und aufsteigenden MIK665-
Konzentrationen oder mit 6 uM MIK665 und aufsteigenden ABT-199-Konzentrationen
behandelt. Durch Kombination der beiden BH3-Mimetika wurde der ATP-Gehalt reduziert
(Abbildung 21a und b). Die Reduktion der ATP-Menge steht dabei im linearen Zusammenhang
mit der Wirkstoffkonzentration. So fiihrt eine Kombination von 6 uM MIK665 und 10 uM
ABT-199 zu einer Reduktion um bis zu 53,2% (Abbildung 21a). Werden 5 uM ABT-199 und
6 UM MIK665 miteinander kombiniert wird eine Reduktion des ATP-Gehalts um bis zu 27,3%
erreicht (Abbildung 21b). Wie eine Behandlung mit DMF fiihrt eine Behandlung mit einer BH3-
Mimetika Kombination zur Reduktion des relativen ATP-Gehalts und somit ebenfalls zu einer

Energie-Depletion.
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Abbildung 21: Die Behandlung von Huh7 mit BH3-Mimetika reduziert den relativen ATP-Gehalt.
Der ATP-Gehalt wurde mittels eines lumineszenz-basierten Assays quantifiziert. Es besteht ein linearer
Zusammenhang zwischen der Anzahl vitaler Zellen, ATP-produzierender Zellen und dem
Lumineszenzsignal. Die gestrichelte Linie trennt die Monobehandlung von der BH3-
Kombinationsbehandlung. Die Daten zeigen den relativen ATP-Gehalt im Vergleich zur DMSO-
behandelten Kontrolle. (a) ATP-Gehalt von Huh7 nach Behandlung mit einer gleichbleibenden
Konzentration von MIK665 (6 uM) und aufsteigenden ABT-199-Konzentrationen fir bis zu 48 h. (b)
ATP-Gehalt von Huh7 nach Behandlung mit einer gleichbleibenden Konzentration von ABT-199 (5 uM)
und aufsteigenden MIK665-Konzentrationen fur bis zu 48 h. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001, ****p <
0,0001 verglichen mit der Monobehandlung). Die Ergebnisse wurden mittels eines student's t-test
analysiert.

3.9 Die Kombination von ABT-199 und MIK665 induziert signifikant Zelltod in Huh7-Zellen
Da die Kombinationsbehandlung von ABT-199 und MIK665 die Caspase-Kaskade auslost und
den relativen ATP-Gehalt reduziert, kann davon ausgegangen werden, dass diese Kombination
erfolgreich Apoptose in Huh7-Zellen induziert. Deshalb wurde die Zelltodinduktion durch die
Kombinationsbehandlung mittels Durchflusszytometrie untersucht. Huh7-Zellen wurden
entweder mit einer konstanten ABT-199-Konzentration (5 pM) und aufsteigenden MIK665-
Konzentrationen oder umgekehrt mit konstanter MIK665-Konzentration (6 uM) und
aufsteigenden ABT-199-Konzentrationen behandelt. Wie aus unseren friiheren Ergebnissen
hervorgeht, fihrte die Monobehandlung mit 5 uM ABT-199 oder 6 uM MIK665 nur zu einer
geringen Zelltodinduktion. Der spezifische Zelltod einer 5 uM ABT-199-Behandlung lag bei 0%
nach 24 h und 48 h und bei 9,1% nach 24 h und 5,93% nach 48 h nach einer 6 uM MIK665-
Behandlung (Abbildung 22a und b). In Ubereinstimmung mit den vorherigen Ergebnissen
fliihrte die Kombination beider BH3-Mimetika in Huh7 zu einem signifikant gesteigerten,

dosisabhangigen Zelltod. Mit einer Kombination von 6 uM MIK665 und 10 uM ABT-199 konnte
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die Zelltodinduktion um 44,1% nach 24 h und um 38,7% nach 48 h gesteigert werden
(Abbildung 22a). Die kombinierte Behandlung von 5 uM ABT-199 und 6 uM MIK665 fiihrte zu
einer gesteigerten Zelltodinduktion von 30,5% nach 24 h und 20,6% nach 48 h (Abbildung
22b).

a) b)
mmm 24 h 24 h
FZa48h EZa48h
80 = == 80 =
£ 60— = 60
=) o
= £
o o
™ 40— ™
(14 w
£~ =
[&] [&]
= 2
5 20- 5
(o O
w w
g 1
‘ 10 ABT-199 ABT-199
[uM] [uM]
6 ‘ MIK665 MIK665
[uM] [uM]
c) d)
- 35 M zVAD mmm- 35 M zVAD
80 Fard + 35 uM zVAD 80 i+ 35 uM zVAD
£ 60— £ 60—
=) =)
2 2
o o
N a0 ™
@ @
L L
[&) [&)
wy wy
(o (o
w w
i
B 10 omlo 0501 05‘ 1 ‘2 5‘ ‘ 10‘ ABT-199 ABT-199
S [uM] (uM]
MIK665 MIK665
6 6|6|6|6|6]|6 6
| ‘ ‘ ‘ ‘ [uM] [uM]

Abbildung 22: Die Behandlung mit einer Kombination aus ABT-199 und MIK665 induziert Zelltod
in Huh7. Der spezifische Zelltod wurde mittels Durchflusszytometrie in Huh7-Zellen analysiert. Die
gestrichelte Linie trennt die Monobehandlung von der BH3-Kombinationsbehandlung. (a). Die Zellen
wurden mit einer gleichbleibenden Konzentration von MIK665 (6 uM) und aufsteigenden ABT-199-
Konzentrationen fiir bis zu 48 h behandelt (n = 3). DMSO diente als Kontrolle. (*p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001 verglichen mit der 6 pM MIK665 Monobehandlung). Die Ergebnisse wurden mittels eines
student's t-test analysiert. (b) Die Zellen wurden mit einer gleichbleibenden Konzentration von ABT-199
(5 M) und aufsteigenden MIK665-Konzentrationen fur bis zu 48 h behandelt (n = 3). (*p < 0,05; **p <
0,01; ***p < 0,001, ****p < 0,0001 verglichen mit der 5 uM ABT-199 Monobehandlung). Die Ergebnisse
wurden mittels eines student'’s t-test analysiert. (c) Fur eine Ko-Behandlung mit zZVAD wurden die Zellen
vor der Behandlung mit den BH3-Mimetika fir 20 min mit 35 uM zVAD vorbehandelt. AnschlieRend
wurden die Zellen mit einer gleichbleibenden Konzentration von MIK665 (6 uM) und aufsteigenden
ABT-199-Konzentrationen fur 24 h behandelt. (n = 3) (d) Fur eine Ko-Behandlung mit zZVAD wurden die
Zellen vor der Behandlung mit den BH3-Mimetika fur 20 min mit 35 pM zVAD vorbehandelt.
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AnschlieRend wurden die Zellen mit einer gleichbleibenden Konzentration von ABT-199 (5 uM) und
aufsteigenden MIK665-Konzentrationen fir 24 h behandelt. Der spezifische Zelltod wurde mit
(Ze”tOdBehandlung'Ze||t0dK0ntr0IIe)/(100'Ze||tOdKontr0IIe)*100 berechnet [107] Die dargestellte zVAD
Ko-Behandlung wurde auch zur Anfertigung einer Publikation verwendet [108].

Weiterhin wurde die Inhibition der Zelltodinduktion durch zZVAD untersucht. Die Inhibition der
Caspasen 9 und 3/7 durch zVAD konnte bereits in einem Caspase-Aktivitdtsassay gezeigt
werden (Abbildung 17 und Abbildung 18). Durch die Ko-Behandlung mit zVAD konnte der
durch BH3-Mimetika induzierte Zelltod deutlich reduziert werden (Abbildung 22c und d).
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass nur eine Kombination von ABT-199 und MIK665 die
intrinsische Apoptose und somit den Zelltod bei niedrigen ABT-199 und MIK665-
Konzentrationen induziert. Dies bestatigten ebenfalls unsere Ergebnisse zur Freisetzung von
Cytochrom c und zur Induktion der Caspasen-Kaskade durch ABT-199/MIK665-Kombination.

Diese Daten wurden auch zur Anfertigung einer Publikation verwendet [108].

3.10 ABT-199 und MIK665 wirken synergistisch in Huh7-Zellen

Aufgrund der deutlichen Wirkung der Kombination der beiden BH3-Mimetika, wurde
untersucht, ob diese Effekte additiv oder synergistisch sind. Daher wurde die mittlere ICso fiir
ABT-199 und MIK665 in Kombination in Huh7 nach 24 h und 48 h analysiert. Fir die
Kombinationsbehandlungen wurden wie in den vorangegangenen Experimenten die gleichen
Konzentrationen ABT-199 (5uM) und MIK665 (6 uM) zusammen mit aufsteigenden
Konzentrationen des jeweils anderen Wirkstoffs verwendet (Abbildung 23a und c). Zur

Berechnung wurden die gemessenen Werte logarithmisch interpoliert (Abbildung 23b und d).

Die ICso flir MIK665 lag bei 23,6 uM nach 24 h und bei 21,6 uM nach 48 h (Abbildung 24b). Fir
ABT-199 lag die ICso bei 65,3 uM nach 24 h und 50,9 uM nach 48 h (Abbildung 24a). Die
Kombination der beiden Wirkstoffe reduzierte die ICso deutlich. Die ICso von ABT-199 wurde
durch die Kombination mit 6 uM MIK665 in Huh7 um bis zu 89,5% reduziert (Abbildung 24a).
Bei Kombination mit 5 uM ABT-199 wurde die ICsp von MIK665 um bis zu 28,4% herabgesetzt
(Abbildung 24b) [108]. Mit Hilfe der Software CompuSyn (Version 1) wurde der
Kombinationsindex (Cl) nach Chou et al. berechnet [99]. Dieser dimensionslose Wert
beschreibt eine synergistische (Cl<1), additive (Cl=1) oder antagonistische (CI>1) Wirkung

einer Kombination von Wirkstoffen im Vergleich zu Wirkung einer der beiden Wirkstoffe
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allein. Die Analysen zeigen, dass beide Wirkstoffkombinationen zu synergistischen Effekten in
Huh7 fihren (Abbildung 24c und d). Diese Ergebnisse wurden in Michalski et al. publiziert
[108].
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Abbildung 23: Eine BH3-Mimetika Kombination reduziert die ICsp im Vergleich zur
Monobehandlung. (a). Die Huh7-Zellen wurden mit einer gleichbleibenden MIK665-Konzentration
(6 pM) und aufsteigenden ABT-199-Konzentrationen fiir bis zu 48 h behandelt (n = 3). DMSO diente als
Kontrolle. Die gestrichelte Linie trennt die Monobehandlung von der BH3-Kombinationsbehandlung. Der
spezifische Zelltod wurde mit (Zelltodsehandiung-Zelltodkontrolie)/(100-Zelltodkontrolle) *100 berechnet [107]. (b)
Interpolation des spezifischen Zelltods nach 24 h und 48 h Behandlung mit einer gleichbleibenden
MIK665-Konzentration (6 pM) und aufsteigenden ABT-199-Konzentrationen. (¢) Die Huh7-Zellen
wurden mit einer gleichbleibenden ABT-199-Konzentration (5 uM) und aufsteigenden MIK665-
Konzentrationen flr bis zu 48 h behandelt (n = 3). DMSO diente als Kontrolle. Die gestrichelte Linie
trennt die Monobehandlung von der BH3-Kombinationsbehandlung. Der spezifische Zelltod wurde mit
(Zelltodsehandiung-Zelltodkontrolle)/(100-Zelltodkontrole)*100  berechnet  [107]. (d) Interpolation des
spezifischen Zelltods nach 24 h und 48 h Behandlung mit einer gleichbleibenden ABT-199-
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Konzentration (5 uM) und aufsteigenden MIK665-Konzentrationen. Diese Daten wurden in Michalski et
al. publiziert [108].

Es kann also schlussgefolgert werden, dass die Inhibition von Bcl-2 und Mcl-1 notwendig ist,
um effektiv Apoptose in Huh7 Zellen auszuldsen. Nur eine kombinierte Inhibition dieser
beiden Proteine flihrt effizient zur Freisetzung von Cytochrom c, zur Induktion der Caspase-
Kaskade und schlieRlich zur Apoptose. Es hat sich gezeigt, dass Kombinationen zweier BH3-
Mimetika die Resistenz gegeniber der Zelltodinduktion umgehen kdnnen und somit neue

therapeutische Optionen zur Behandlung eines HCCs ermdoglichen [108].
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Abbildung 24: Die Kombination von ABT-199 und MIK665 wirkt synergistisch in Huh7. (a, b) Die
Graphen zeigen die ICso der ABT-199 und MIK665 Mono- sowie Kombinationsbehandlung in Huh7. Fur
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die Monotherapie wurden die Zellen entweder mit aufsteigenden ABT-199 oder MIK665-
Konzentrationen fiir bis zu 48 h behandelt. Fir die Kombinationstherapie wurden die Zellen entweder
mit einer konstanten Konzentration von ABT-199 (5 pM) und aufsteigenden MIK665-Konzentrationen
oder umgekehrt mit einer konstanten Konzentration von MIK665 (6 pM) und aufsteigenden ABT-199-
Konzentrationen fir bis zu 48 h behandelt (n = 3, Mittelwert £ SD). (*p < 0,05 verglichen mit der
Monobehandlung). Die Ergebnisse wurden mittels eines student's t-test analysiert. (c, d) Die Graphen
zeigen die Dotplots des berechneten Kombinationsindexes (Cl) der interpolierten 1Cso der ABT-
199/MIK665-Kombination nach 24 h und 48 h in Huh7. Der CI wurde mittels Compusyn (Version 1)
(http://lwww.combosyn.com) berechnet. Cl-Werte <1 (rote Linie) weisen auf synergistische Effekte einer
Wirkstoffkombination hin. Je kleiner der Cl-Wert desto starker der Synergismus [99]. Diese Daten
wurden in Michalski et al. veréffentlicht [108].

3.11 Kombination von DMF und BH3-Mimetika inhibiert die Migration in Huh7

Es konnte gezeigt werden, dass eine DMF-Monobehandlung sowie eine BH3-Mimetika
Kombination den relativen ATP-Gehalt reduziert. Die Behandlung mit DMF fihrt ebenfalls zur
Inhibition der Migration in HCC-Zelllinien. Dies kénnte unter anderem in dem reduzierten ATP-
Gehalt begriindet sein. Deshalb wurde folgend die Inhibition der Migration nach Behandlung
mit einer DMF und BH3-Mimetika Kombination mittels Migrationassay untersucht. Da bereits
gezeigt werden konnte, dass sowohl DMF als auch eine Behandlung mit BH3-Mimetika den
Zelltod induzieren, wurden die Zellen vor der Behandlung mit zVAD versetzt. Mit DMSO
behandelte Zellen dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden fiir bis zu 48 h behandelt und

anschlieend die Migration mikroskopisch verfolgt.

Die Migration der Huh7-Zellen wurde durch eine Monobehandlung mit ABT-199 oder MIK665
nicht inhibiert (Abbildung 25a und b). Auch eine Kombination der beiden BH3-Mimetika fiihrte
zu keiner Migrationsinhibition (Abbildung 25a und b).

Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass eine Behandlung mit 30 uM DMF die Migration in
Huh7 inhibiert. Die Kombination der BH3-Mimetika und DMF fihrte zu einer deutlichen
Reduktion der Migration, sowohl im Vergleich zur Kontrolle als auch im Vergleich zur DMF-
Monobehandlung. Somit kann die DMF-Konzentration mit einer BH3-Mimetika Kombination
reduziert werden. Eine Kombination mit 50 uM DMF, 5 uM ABT-199 und 6 uM MIK665 flihrte
zu einem vollstandigen Stopp der Migration in Huh7 (Abbildung 25a und b). Eine Kombination
aus DMF und ABT-199/MIK665 ist demzufolge in der Lage effektiv die Migration in Huh7 zu
inhibieren. Durch die Kombination der Wirkstoffe kann die DMF-Konzentration reduziert

werden.
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Abbildung 25: Eine Kombination aus BH3-Mimetika und DMF verstarkt die Inhibition der
Migration von Huh7. (a) Reprasentative Abbildung eines Migrationsassays von Huh7. (b)
Quantifizierung des Luckenschlusses von Huh7 (n= 3). Die gestrichelte Linie trennt die
Einzelbehandlung von der Kombinationsbehandlung mit DMF. (*p < 0,05 verglichen mit der
DMF-Monobehandlung). Die Ergebnisse wurden mittels eines student's t-test analysiert.

3.12 Gesteigerte Zelltodinduktion durch DMF und BH3-Mimetika Kombination

Bei einer Monobehandlung mit DMF werden hohe Dosen bendtigt, um Zelltod zu induzieren.
Deshalb wurde folgend DMF mit ABT-199 und MIK665 kombiniert. Huh7-Zellen wurden mit
5uM ABT-199, 6 uM MIK665 und aufsteigenden DMF-Konzentrationen fiir bis zu 48 h
behandelt. Mit DMSO behandelte Zellen dienten als Kontrolle. AnschlieBend wurde die
Zelltodinduktion mittels Durchflusszytometrie analysiert. Wie in den bisherigen Ergebnissen
konnte nach einer Monobehandlung mit ABT-199 oder MIK665 nur geringe Zelltodraten
gemessen werden. Eine Behandlung mit 50 uM DMF flhrte zu einer Zelltodrate von bis zu

27,5% (Abbildung 26). Bereits eine Kombination von 10 uM DMF sowie 5 uM ABT-199 und
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6 UM MIK665 filihrte zu einer Steigerung des Zelltods um 7,2% im Vergleich zur 50 uM DMF-
Monobehandlung nach 24 h. Eine Kombination aus 50 uM DMF, 5 uM ABT-199 und 6 uM
MIK665 fluhrte zur einem Zelltodanstieg von bis zu 57,3% im Vergleich zur
DMF-Monobehandlung (Abbildung 26). Durch eine Kombination von BH3-Mimetika konnte
der durch DMF induzierte Zelltod signifikant gesteigert werden und die bendtigte

DMF-Konzentration reduziert werden.
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Abbildung 26: Eine Kombination aus BH3-Mimetika und DMF verstarkt die Zelltodinduktion in
Huh7. Die Huh7-Zellen wurden mit einer gleichbleibenden MIK665-Konzentration (6 uM) und ABT-199-
Konzentration (5 uM) sowie mit aufsteigenden DMF-Konzentrationen fir bis zu 48 h behandelt (n = 3).
DMSO diente als Kontrolle. Die gestrichelte Linie trennt die Einzelbehandlungen von der
Kombinationshehandlung mit DMF. Der spezifische Zelltod wurde mit (Zelltodgenandiung-
Zelltodkontrolle)/(100-Zelltodkontrolle)*100 berechnet [107]. (*p < 0,05, **p < 0,01 verglichen mit der
DMF-Monobehandlung). Die Ergebnisse wurden mittels eines student's t-test analysiert.

3.13 DMF in Kombination mit 5-FU induziert verstarkt Zelltod in HCT116

Es konnte gezeigt werden, dass DMF nicht nur den Zelltod induziert, sondern auch die
Proliferation und Migration in adharenten Zellen inhibiert. Migration und Proliferation sind
Determinanten fiir die Bildung von Metastasen [105]. Insbesondere CRC-Erkrankungen sind
haufig durch eine unkontrollierte Zellproliferation gekennzeichnet [47]. Daher ist die Rationale
meiner Arbeit, DMF mit 5-FU fiir die Behandlung des CRC zu evaluieren. Ich analysierte, ob die
Kombination beider Wirkstoffe zu einer verstarken Zelltodinduktion fiihrt. Ich untersuchte

weiterhin die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen und Signalwege.
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HCT116 Zellen wurden fiir bis zu 72 h mit den angegebenen 5-FU oder DMF-Konzentrationen
behandelt. Da es sich bei 5-FU um einen bekannten Apoptose-Ausldser handelt, untersuchte
ich ebenfalls die Caspase 3/7 Aktivitait [115,116]. Ahnlich wie bei der
Kombinationsbehandlung mit BH3-Mimetika konnte durch die Kombination von 5-FU und
DMF ein Anstieg der Caspase 3/7 Aktivitat beobachtet werden (Abbildung 27a). Der groRte
Anstieg in der Caspase-Aktivitat konnte bei einer Konzentration von 2,5 uM 5-FU und 25 pM
DMF nach 72 h beobachtet werden (Abbildung 27a). Unter diesen Behandlungsbedingungen
stieg die Caspase-Aktivitat um 55,3% an. Eine Kombination aus 5-FU und DMF steigerte
ebenfalls die PARP-Spaltung im Vergleich zur Monobehandlung mit den beiden Wirkstoffen
(Abbildung 27b). Eine Kombination aus 2,5 uM 5-FU und 50 uM DMF zeigte die grofiten
Effekte. Es konnte ebenfalls eine Reduktion der relativen ATP-Mengen durch eine 5-FU/DMF-
Kombination gemessen werden. So fiihrte die Kombination von 2,5 uM 5-FU und 50 uM DMF
zu einer Reduktion des ATP-Gehalts um bis zu 13,7% im Vergleich zu einer 2,5 uM 5-FU
Monobehandlung (Abbildung 27c). Es konnte gezeigt werden, dass sowohl DMF als auch 5-FU
Zelltod induzieren. Mittels Durchflusszytometrie sollte bestimmt werden, ob die Zelltodrate
durch eine Kombination aus 5-FU und DMF gesteigert werden kann. Die Zelltodrate konnte
um bis zu 26,4% gesteigert werden (Abbildung 27d). Eine Kombination von 1,25 puM 5-FU und
25 uM DMF fihrte nach 48 h zu einer Zelltodrate von 29,0%. Eine Monobehandlung mit
1,25 uM 5-FU flhrte hingegen zu einer Zelltodrate von 10,2% und eine Monobehandlung mit
25 uM DMF zu 10,1%. Daraus lasst sich schlieRen, dass durch eine DMF/5-FU-Kombination die

Dosis der beiden Wirkstoffe verringert werden kann.
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Abbildung 27: DMF in Kombination mit 5-FU fihrt zu einer gesteigerten Zelltodinduktion.
HCT116-Zellen wurden fir bis zu 72 h mit den angegebenen 5-FU und/oder DMF-Konzentrationen
behandelt. Als Kontrolle diente DMSO. (a) Aktivitatsassay von Caspase 3/7. Die Zellen wurden mit den
angegebenen Konzentrationen fiir bis zu 72 h behandelt. Die Daten zeigen die spezifische Caspase 3/7
Aktivitat im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle (n = 3). Die gestrichelte Linie trennt die
Einzelbehandlungen von der Kombinationsbehandlung. (b) Western Blot Analyse von (gespaltenem)
PARP nach Behandlung mit 5-FU und/oder DMF flir 48 h (n = 2). (c) ATP-Gehalt von HCT116 nach
Behandlung mit 5-FU und/oder DMF fiir bis zu 72 h (48 h: n = 2; 72 h: n = 1). Die gestrichelte Linie
trennt die Einzelbehandlungen von der Kombinationsbehandlung. Die Daten zeigen den relativen ATP-
Gehalt im Vergleich zur DMSO-behandelten Kontrolle. (d) Spezifischer Zelltod fur 5-FU- und DMF-
Monobehandlung, sowie 5-FU/DMF-Kombinationsbehandlung (n = 2). Die gestrichelte Linie trennt die
Einzelbehandlungen von der Kombinationsbehandlung. Der spezifische Zelltod wurde mit
(Zelltodsenandiung-Zelltodkontrolie)/(100-Zelltodkontroe)*100 berechnet [107]. (*p < 0,05; **p < 0,01; ***p <
0,001 verglichen mit der DMSO-Monobehandlung). Die Ergebnisse wurden mittels One Way Anova
analysiert.
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4 Diskussion

4.1 Derzeitige Behandlungsoptionen fiir das HCC

Obwohl neue Forschungserkenntnisse zur Entwicklung neuer Behandlungsmoglichkeiten
gefiihrt haben, ist die Prognose fiir eine fortgeschrittene HCC-Erkrankung immer noch
schlecht [36,38,117,118]. Dies liegt unter anderem daran, dass die Mehrheit der

HCC-Erkrankungen erst in fortgeschrittenen Stadien diagnostiziert werden [26,115].

Fir viele Jahre war der Multikinase-Inhibitor Sorafenib die einzige effektive systemische
Therapie flir Patienten mit fortgeschrittenem HCC. In der SHARP-Studie verlangerte Sorafenib
das OS im Vergleich zum Placebo um fast drei Monate und somit auf insgesamt 10,7 Monate
[38]. Eine aktuellere Studie zeigte sogar einen Anstieg des OS auf 14,7 Monate mit Sorafenib-
Behandlung (CheckMate-459). Bei der CheckMate-459 Studie wurde die Sorafenib-

Behandlung mit einer Nivolumab-Behandlung verglichen [119].

Die Ansprechraten sind jedoch nach wie vor niedrig, und bei den meisten Patienten kommt es
zum Fortschreiten der Erkrankung. Aufgrund der genetischen Heterogenitat des HCCs zeigen
manche Patienten eine Primarresistenz gegeniiber Sorafenib. Patienten kdnnen allerdings
auch im Verlauf der Behandlung Resistenzen entwickeln. Haufige auftretende Mutationen wie

z.B. TERT, CTNNB1 und TP53 erschweren zudem die Therapierbarkeit des HCC [120].

Es gibt verschiedene Mechanismen, die zu einer Resistenz gegeniliber Sorafenib fihren
konnen. Zu diesen Mechanismen gehoren der PI3K/AKT und JAK-STAT Stoffwechselweg, die
Aktivierung von Hypoxie-induzierten Signalwegen sowie eine verstarkte Expression von
Arzneimittel-Efflux-Transportern [121,122]. Ein weiterer Multikinase-Inhibitor — Lenvatinib —
erwies sich als ebenso wirksam wie Sorafenib (REFLECT) und ist als alternative
Erstlinientherapie zugelassen (Abbildung 28) [36,123]. Weiterhin zeigte Lenvatinib in einer
Kombination mit Pembrolizumab eine vielversprechende anti-Tumor Aktivitdt mit einem

medianen OS von 21,2 Monaten (LEAP-002-Studie) [124].

Die Kombination von Atezolizumab und Bevacizumab als weitere Erstlinientherapie
verbesserte das mediane OS (auf 19,2 Monate). Das progressionsfreie Uberleben der HCC-
Patienten konnte um 2,6 Monate (auf 6,9 Monate) verglichen mit 4,3 Monaten bei Sorafenib-
Behandlung verbessert werden (IM-bravel50) [125,126]. Kirzlich wurden die Immun-

Checkpoint-Inhibitoren Tremelimumab und Durvalumab als zuséatzliche Erstlinientherapie von
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der FDA und EMA zugelassen (Abbildung 28). Die Tremelimumab/Durvalumab-Kombination
war Sorafenib in der Wirksamkeit Uberlegen. AuRerdem konnte die Kombination dieser
beiden Wirkstoffe das mediane OS im Vergleich zu Sorafenib um 2,6 Monate steigern

(HIMALAYA-Studie) [127,128].
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Abbildung 28: Algorithmus der systemischen Therapie bei HCC (BCLC-Stadium C) auf der
Grundlage der Zulassung durch EMA und FDA. Nach Timen et al. [28]

Weiterhin konnte in der CARES-310 Studie gezeigt werden, dass eine Kombination aus
Camrelizumab (Anti-PD-1 Immun-Checkpoint-Inhibitor) und Rivoceranib (Tyrosinkinase-
Inhibitor mit spezifischer Aktivitdt gegen VEGFR-2) zu einer signifikant verbesserten

Uberlebensrate im Vergleich zur Sorafenib-Monobehandlung fiihrt [129]. Dies unterstiitzt das
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Konzept einer Kombination aus Immun-Checkpoint-Inhibitoren und VEGF-gerichteten

Therapien im HCC.

Nach der deutschen S3-Leitlinie fiir Diagnostik und Therapie des hepatozelluldren Karzinoms
und bilidrer Karzinome vom August 2023 soll HCC-Patienten im Child-Pugh-Stadium A und
BCLC B oder C, mit Fernmetastasen oder einer Tumorlokalisation, die lokoregionar nicht
kontrolliert oder reseziert werden kann eine Atezolizumab/Bevacizumab-Kombination oder
eine Durvalumab/Tremelimumab-Kombination als Erstlinientherapie angeboten werden.
Patienten mit einer Kontraindikation flir eine Immuntherapie soll eine Therapie mit einem der

beiden Tyrosinkinase-Inhibitoren Sorafenib oder Lenvatinib angeboten werden [37].

Obwohl sich die bestehenden Therapien verbessert haben, sind die Ansprechraten nach wie
vor gering und es kommt zum Fortschreiten der Erkrankung bei den meisten Patienten. Es
besteht daher ein grolRer Bedarf an neuen Behandlungsmoglichkeiten nach dem Versagen
oder als Alternative zu bestehenden Therapien [117]. Weiterhin liefern diese Studien auch
Hinweise darauf, dass die Kombination verschiedener Wirkstoffe neue therapeutische

Moglichkeiten eroffnet.

Die Therapieoptionen fiir das HCC haben sich Uber die letzten Jahre zwar verbessert, dennoch
gehort das HCC zu den Tumorentitaten mit der dritthéchsten Sterblichkeitsrate [1].
Bestehende oder erworbene Resistenzen erschweren dabei zusatzlich die Behandlung.

Deshalb ist die Entwicklung neuer Therapieoptionen dringend erforderlich.

4.2 DMF als neue Therapieoption fiir das HCC

Experimente mit malignen T-Zellen verdeutlichen die antikanzerogene Wirkung von DMF. So
konnten wir zeigen, dass DMF Apoptose in CTCL-Zellen induziert. Die Behandlung mit DMF
flihrt dabei zur Inhibition von NF-kB, indem es eine spezifische Monomethylsuccinylierung an
Txrl durchfiihrt. Dadurch kommt es zur Blockade von Txr1. Die daraus folgende Inhibition von
NF-kB fihrt in NF-kB-abhangigen Tumoren zum Zelltod [75]. In einem Xenograft CTCL Maus-
Modell konnten wir ebenfalls zeigen, dass DMF die Metastasierung inhibiert [62,76,78].
Interessanterweise konnten wir in vitro zeigen, dass die Inhibition der Metastasierung NF-kB-
unabhangig ist (Daten nicht veroffentlicht). Die DMF-abhangigen zugrundeliegenden

molekularen Mechanismen konnten bisher noch nicht geklart werden.
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In bislang unveroffentlichten Daten konnten wir weiterhin zeigen, dass DMF ebenfalls in
soliden, NF-kB-unabhangigen Tumoren (Mamma-, Pankreas-, Prostata- und Kolonkarzinom)
moderaten Zelltod auslost. Ebenso fliihrte die DMF-Applikation zu einer massiven Inhibition
der Migration, der Invasion sowie der Angiogenese. Diese Eigenschaften sind entscheidend

fiir die Bildung von Metastasen [105].

Die Untersuchungen zu den antikanzerogenen Eigenschaften von DMF sollten innerhalb
dieser Arbeit auf HCC-Zelllinien ausgeweitet werden. In diesem Zusammenhang sollte DMF als
neue Therapieoption fir das schwer zu behandelnde HCC untersucht werden. Es konnte
gezeigt werden, dass DMF den relativen ATP-Gehalt in HCC-Zelllinien reduziert. Die ATP-
Reduktion war dabei sowohl konzentrations- als auch zeitabhangig (Abbildung 9). Kurzlich
wurde eine hohe mitochondriale ATP-Produktion als neues therapeutisches Ziel fir die
Tumorbehandlung vorgestellt. Ein hoher ATP-Gehalt war kohdrent mit einem aggressiven
Tumorphanotyp. So besallen diese Zellen verstarkt eine Resistenz gegeniliber Medikamenten
und wiesen eine erhohte Fahigkeit zur Zellmigration, Invasion und zur spontanen
Metastasierung auf. Umgekehrt wurde die Metastasierung durch eine Reduktion des ATP-
Gehalts inhibiert. In Ubereinstimmung mit dieser Hypothese zeigten ATP-reiche MDA-MB-231
Mammakarzinom-Zellen in vivo einen dramatischen Anstieg in ihrer Fahigkeit zur
Metastasierung. Umgekehrt konnte die Metastasierung durch Behandlung mit Bedaquilin,
einem Inhibitor der ATP-Synthase, inhibiert werden [130,131]. Die Reduktion des ATP-Gehalts
konnte somit als Mechanismus zur Metastasierungs-Inhibition in HCC-Zelllinien fungieren.
Andere Mechanismen, welche die Metastasierung inhibieren, sind aber ebenso denkbar. So
konnten Takeda et al. zeigen, dass DMF die Migration von Melanom-Zellen inhibiert, in dem

es die Translokation von NF-kB in den Nukleus verhindert [101,132].

Ein hoher mitochondrialer ATP-Gehalt kann ebenfalls ein entscheidender Faktor fir eine
erhohte Zellproliferation sein. So konnte gezeigt werden, dass in Mammakarzinom-Zellen eine
Uberexpression von Anti-ATPase Inhibitory Factor 1 (IF1) sowohl die ATP-Produktion als auch
die Proliferation reduziert wird [103]. Durch Schmitt et al. konnte gezeigt werden, dass DMF
ebenfalls die Proliferation im diffusen grofRzelligen B-Zell-Lymphom (engl. diffuse large B-cell
lymphoma (DLBCL)) inhibiert [133]. Eine DMF induzierte Proliferationsinhibition konnte
ebenfalls in Kolonkarzinomzellen gezeigt werden [134]. Auch in einem in vivo Modell konnte

eine DMF-Behandlung das Tumorwachstum inhibieren [76]. Somit konnte gezeigt werden,
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dass eine Behandlung mit DMF die Proliferation sowohl in vitro (in unterschiedlichen

Zelllinien) als auch in vivo inhibiert.

Die Proliferation von Zellen ist eng mit dem Zellzyklus verknUlpft. Kaluzki et al. konnten zeigen,
dass DMF einen GO/G1 Arrest in Kolonkarzinomzellen induziert, wodurch es zu einer
Proliferationsinhibition kommt [134]. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DMF
unterschiedlich auf den Zellzyklus der analysierten Zelllinien wirkt. So konnte bei HepG2 keine
Veranderung im Zellzyklus durch DMF-Behandlung beobachtet werden. Anders bei Huh7 und
Hep3B, bei diesen Zelllinien fiihrte die DMF-Behandlung zu einem deutlichen G2-Arrest
(Abbildung 12). Darauf lasst sich schlieRen, dass die Auswirkungen von DMF auf den Zellzyklus
abhangig von der untersuchten Zelllinie ist. Die G2 oder G2/M Phase des Zellzyklus fungiert
als entscheidender DNA-Schadens-Checkpoint. Dieser Checkpoint sorgt dafiir, dass Zellen mit
beschadigten Chromosomen nicht in die mitotische Phase (ibergehen kénnen [135,136].
Normalerweise wird dieser Arrest genutzt, um die geschadigte DNA zu reparieren. Gelingt dies
nicht, kommt es zur Induktion des Zelltods [137]. Ein Zellzyklusarrest in der G2/M Phase kann
entweder durch eine Inhibition der CDK1 Aktvierung oder durch Unterdriickung der

Chromosomensegregation erfolgen [138].

Wie bereits erwahnt, konnten wir innerhalb unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass DMF Zelltod
in CTCL-Zellen induziert [75]. Aufgrund der guten Ergebnisse in vitro und in vivo wurde eine
klinische Studie der Phase Il in Patienten des Sézary-Syndroms initiiert [75,76]. Dabei wurde
Patienten DMF Uber 24 Wochen oral verabreicht. Beim Sézary-Syndrom tritt unter anderem
eine grol¥flachige Hautrétung, sowie damit verbunden ein starker Juckreiz auf. Insgesamt
30,4% der behandelten Patienten zeigten eine Reduktion der Hautbeteiligung. Auch der damit
verbundene Juckreiz konnte reduziert werden. Patienten mit einer hohen Tumorlast
reagierten besonders gut auf die DMF-Behandlung. Die Tumorlast im Blut der Patienten
konnte durch die DMF-Behandlung ebenfalls gesenkt werden. In dieser von uns initiierten
klinischen Studie wurde die DMF-Therapie im Allgemeinen gut vertragen und flihrte

Uberwiegend nur zu leichten Nebenwirkungen [62].

Die Behandlung von HCC-Zelllinien mit DMF fiihrte ebenfalls zu einer moderaten
Zelltodinduktion (Abbildung 14). Abhangig von der untersuchten Zelllinie konnte ebenfalls
eine Zelltodinhibition durch den Pan-Caspase-Inhibitor zZVAD beobachtet werden (Abbildung

14). Dies zeigt, dass DMF ebenfalls in HCC-Zellen Apoptose induziert. Somit kann DMF den
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Zelltod in soliden, sowie nicht-soliden Tumorentitaten induzieren. Tsurushima et al. konnten
bereits zeigen, dass DMF ebenfalls in Brustkrebszellen Apoptose induzieren kann [139]. Ferner
ist DMF ebenfalls in der Lage Ferroptose in DLBCL zu induzieren [133]. Ferroptose ist eine Art
des Zelltods, die mit freiem Fe?*, H,0, und einer Lipidperoxidation einhergeht. Bei der
Oxidation von Fe?* und H20; (auch bekannt als Fenton-Reaktion) einstehen Hydroxylradikale
(HO:) die einem Lipid Wasserstoff (H) entziehen und ein Lipidradikal (L-) bilden. Dies stellt den
Beginn der Lipidperoxidation dar. Anschliefend verbinden sich die Lipidradikale mit O, zum
einem Lipidperoxylradikal (LOO:-), welches Wasserstoff aus benachbarten mehrfach
ungesattigten Fettsduren entzieht. Dadurch entstehen zytotoxischen Lipidperoxide (LOOH)
und ein neues Lipidradikal, was die Oxidationsreaktion fortfiihrt. Eine Akkumulation von

Lipidperoxiden flihrt zur Einleitung des Zelltods [140].

Die Glutathionperoxidase 4 (GPX4) spielt bei der Regulation der Ferroptose eine
Schlisselrolle. GXP4 oxidiert Glutathion und reduziert LOOH in die entsprechenden Alkohole
(LOH)[141]. Ferroptose-Aktivatoren wie z.B. Erastin oder RSL3 inhibieren GPX4 indem sie die
intrazellulare Eisenanreicherung erhéhen [142]. Eine Inhibition von GPX4 fihrt somit zur

Akkumulation von Lipidperoxiden und dadurch zur Zelltodinduktion[141].

Flr das HCC kdnnten unterschiedliche Zelltodmechanismen infrage kommen. So kénnte auch
die bereits beschriebene Energie-Depletion zur Einleitung des Zelltods fihren [143,144]. Es
konnte beispielsweise gezeigt werden, dass eine Energie-Depletion den Zelltod in Tumorzellen
uber den PDK1-PI3-K/Akt Signalweg induziert [144]. Weiterhin konnte durch Liu et al. gezeigt
werden, dass DMF die HCC-Progression (iber dem SOCS3/JAK1/STAT3 Signalweg inhibiert

[102]. Dadurch kann das Fortschreiten der Erkrankung effektiv verhindert werden.

Da DMF nur moderaten Zelltod in HCC-Zellen induziert, sollte DMF noch mit anderen
Wirkstoffen kombiniert werden. Ein vielversprechendes Therapeutikum fiir eine
Kombinationstherapie ist der Bcl-2 Inhibitor ABT-199. In Froehlich et al. konnte eindeutig
gezeigt werden, dass eine Kombination aus DMF und ABT-199 die Zelltodinduktion in CTCL in
vitro und in vivo deutlich steigern kann [78]. Weiterhin konnte mit dieser
Wirkstoffkombination ebenfalls die Proliferation geblockt werden. Dadurch wird die
Wahrscheinlichkeit, Metastasen zu bilden, verringert [145]. Es gibt bereits klinische Studien,
in denen DMF mit anderen Wirkstoffen kombiniert wird. So laufen derzeit klinische Studien

zu Entziindungskrankheiten, zur Behandlung von ischamischen Schlaganfallen, aber auch zur
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Therapie eines neu diagnostizierten Glioblastoms (Glioblastoma multiforme) [70,146-149].

Dies lasst darauf schlieRen, dass sich DMF gut als Kombinationswirkstoff eignet.

DMF ist bereits in klinischer Anwendung und weist im Gegensatz zu gangigen
Tumortherapeutika ein geringeres Nebenwirkungsspektrum auf. So ist DMF als neue Option
zur Behandlung des HCCs denkbar. DMF kénnte unter anderem zur Induktion des Zelltods im
HCC eingesetzt werden. Ebenfalls konnte ein Fortschreiten der HCC-Erkrankung durch die

Reduktion der Proliferationsrate erreicht werden.

4.3 BH3-Mimetika im HCC und anderen Tumorentitdten

Die beiden BH3-Mimetika ABT-199 und MIK665 prasentieren sich als innovative
therapeutische Ansatze zur Bekampfung des HCCs. Die vorliegenden Forschungsergebnisse
dieser Arbeit demonstrieren, dass die gleichzeitige Hemmung von zwei Mitgliedern der BCL-2-
Proteinfamilie in Huh7-Zellen erfolgreich zur Auslésung des programmierten Zelltods fihrt.
Dariiber hinaus erwies sich die Kombination von Bcl-2- und Mcl-1-Inhibitoren auch in anderen
Zelllinien als wirksame Strategie zur Initiierung der Caspase-Kaskade und somit zur Induktion
des Zelltods. In Michalski et al. wurden die HCC-Zelllinien Hep3B, HepG2 und Huh?7
miteinander verglichen. Zuerst wurde das Expressionsniveau der wichtigsten BCL-2
Proteinfamilienmitglieder untersucht. Es stellte sich heraus, dass Huh7 ein niedriges Bcl-2
Level und ein moderates Mcl-1 Level im Vergleich zu den anderen HCC-Zelllinien aufweist.
Dennoch konnten durch eine BH3-Mimetika Kombination gute Zelltodraten erreicht werden,

was auf eine Ko-Abhdngigkeit von diesen BCL-2 Proteinen deutet.

Ebenso zeigte sich, dass eine Kombination aus ABT-199 und MIK665 synergistisch in Huh7
wirkt (Abbildung 24). Dies konnte auch fir die Zelllinien Hep3B und HepG2 gezeigt werden. Es
scheint dabei einen Zusammenhang zwischen Expression von BCL-2 Proteinen und der
Ansprechrate auf die BH3-Mimetika zu geben. Bei gleichen Konzentrationen war die

Zelltodinduktion in Hep3B und HepG2 im Vergleich zu Huh7 gesteigert [108].

Allerdings beruhen Ko-Abhédngigkeiten oft auf komplexen Interaktionen zwischen pro- und
anti-apoptotischen BCL-2 Proteinen. Deshalb kann nicht direkt vom Expressionsmuster auf das
Behandlungsansprechen geschlossen werden [87,150,151]. HCC-Zellen exprimieren anti-

apoptotische Proteine in heterogener Art und Weise [91,152,153]. Die Bestimmung von
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Abhédngigkeiten mittels BH3-Profiling konnte daher Patienten auswahlen, die wahrscheinlich
gut auf eine BH3-Mimetika Therapie reagieren wiirden und so die Behandlungsergebnisse

verbessern [154].

Die BH3-Mimetika ABT-737 und das Derivat ABT-263 (Navitoclax) inhibieren Bcl-2, Bcl-X. und
Bcl-w. Eine Monobehandlung mit ABT-737 konnte keinen Zelltod in HCC-Zelllinien induzieren.
Erst eine Kombination mit Sorafenib erhohte die Zelltodrate und induzierte erfolgreich

Apoptose. Sorafenib ist dafiir bekannt, Mcl-1 herunter zu regulieren [92].

Eine Kombination aus ABT-737 und Celastrol flihrte zu einer synergistischen Inhibition der
Proliferation und zur Apoptoseinduktion in HCC-Zelllinien. Durch die Behandlung mit Celastrol
wird die NOXA-Expression verstarkt. Bei NOXA handelt es sich um einen intrazellularen Mcl-1-
Inhibitor [93]. Dies unterstreicht die groRe Bedeutung, die Mcl-1 fiir das Uberleben von
HCC-Zellen spielt. Weiterhin konnte durch Tutusaus et al. gezeigt werden, dass ABT-263 die
Effektivitat von Sorafenib verstarkt. Dieser Effekt ist auf die Bcl-Xi-Inhibition zurtickzufiihren
[153]. Bcl-XL und Mcl-1 sind haufig im HCC Uberexprimiert und die HCC-Zellen abhangig von
diesen Proteinen [92,155]. Eine gleichzeitige Blockade von Mcl-1 und Bcl-X. kdnnte deshalb
ebenfalls ein vielversprechender Behandlungsansatz fir HCC-Patienten sein. Eine sichere
Dosis fur einen Bcl-X.-Inhibitor ist jedoch schwer zu finden. Bcl-X, ist wichtig flr die
Thrombopoese und eine Hemmung von Bcl-X, flihrt zu einer schweren Thrombopenie, die ein

hohes Blutungsrisiko birgt und haufig zu einem Abbruch der Behandlung fihrt [156,157].

Im Gegensatz zu ABT-263 befindet sich ABT-199 bereits in klinischer Anwendung und zeigt
deutlich weniger Nebenwirkungen als ABT-263 [80,84]. Bereits die ersten Studien zu ABT-199
in CLL zeigten vielversprechende Ergebnisse. In einer Phase | Studie (NCT01328626) bei
Patienten mit rezidiver oder refraktarer CLL wurden Gesamtansprechraten von 79 % und eine
vollstandige Ansprechrate von 20 % erreicht [158]. Weitere Studien fihrten zur Zulassung von
ABT-199 bei CLL-Patienten im Jahr 2016 durch die EMA [89]. Es wurde berichtet, dass eine
Therapie auf der Grundlage von ABT-199 bei Patienten mit CLL oder AML viel besser vertragen
wird und wirksamer ist als eine herkdmmliche Chemo-Immuntherapie. Dies wiederum
bedeutet eine hohere Lebensqualitat fir die Patienten [84]. Auch bei einer ABT-199 basierten
Therapie fihrt die Entwicklung von Resistenzen zu Behandlungsschwierigkeiten. Ein

Resistenzmechanismus von ABT-199 in CLL-Patienten ist die Hochregulation von Mcl-1 [85].
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Viele Tumorentititen, das HCC eingeschlossen, weisen eine Mcl-1 Uberexpression auf [152].
Es scheint sogar so, dass Mcl-1 bei einigen Krebsarten als Schliisselfaktor fir die Resistenz
gegen herkdmmliche Therapien fungiert [159-161]. Es konnte bereits gezeigt werden, dass
eine simultane Inhibition von Mcl-1 und Bcl-2 die Sensitivitdit von AML-Zellen gegeniber
ABT-199 wiederherstellt [162]. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der selektive
Mcl-1 Inhibitor MIK665 eine sinnvolle Kombinationsmoglichkeit fiir den Bcl-2 Inhibitor
ABT-199 darstellt. In einer laufenden klinischen Studie wird derzeit die therapeutische
Wirkung einer ABT-199 und MIK665-Kombination (NCT03672695) bei AML untersucht [163].
Die gleiche Kombination zeigte ebenfalls vielversprechende Ergebnisse in Zellen der

lymphoblastischen T-Zell-Leukdmie [164].

Mukherjee et al. konnten ebenfalls zeigen, dass eine ABT-199/MIK665-Kombination auch in
soliden Tumoren gute Effekte erzielt. Dort fihrt eine Kombination der beiden BH3-Mimetika
zu einer reduzierten Zellviabiliat und einer verstarkten Spaltung von PARP in verschiedenen
Melanom-Zellen. In einem korrespondierenden Maus-Modell fiihrte die Behandlung mit
ABT-199 und MIK665 zu einer Verringerung des Tumorvolumens bei minimaler Toxizitat [98].
Dariber hinaus zeigten Seiller et al. die Wirksamkeit der gleichen BH3-Mimetika Kombination

beim multiplen Myelom [165].

Sowohl ABT-199 als auch MIK665 induzieren Apoptose ohne einen intakten p53
Tumorsuppressor-Signalweg [81,166,167]. So konnte durch Michalski et al. gezeigt werden,
dass eine Kombination aus ABT-199 und MIK665 ebenfalls in Hep3B (keine p53 Expression)
den Zelltod synergistisch induziert [108]. Eine BH3-Mimetika Kombinationsbehandlung
konnte deshalb fir Patienten mit einer p53-Mutation eine gute Option sein. Insgesamt 25-
30% der Patienten mit HCC weisen eine Mutation in p53 auf. Im Vergleich zum Wildtyp-p53
fuhrt eine Mutation zu einem kiirzeren medianen OS und rezidivfreiem Uberleben [120,168].
Eine Kombination spezifischer BH3-Mimetika ist deshalb ein neuer Ansatz fiir die Behandlung

von HCC.

4.4 DMF in Kombination mit BH3-Mimetika
Neben DMF und BH3-Mimetika als neue moégliche Behandlungsoption fiir das HCC wurde auch
eine Kombination aus DMF und BH3-Mimetika in Huh7-Zellen untersucht. Die Kombination

fliihrte dabei unter anderem zur verstarkten Inhibition der Migration im Vergleich zur DMF-
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oder ABT-199/MIK665-Behandlung (Abbildung 25). Die Inhibition der Migration konnte, wie
schon bei einer DMF-Monobehandlung, auf die Reduktion der relativen ATP-Menge
zurtickzufiihren sein. Eine ABT-199/MIK665-Behandlung fuhrte ebenfalls zu einer Reduktion
des ATP-Gehalts in HCC-Zellen (Abbildung 21).

Ebenso konnte durch eine Kombination von DMF mit BH3-Mimetika die Zelltodrate, im
Vergleich zur DMF-Monobehandlung, verbessert werden. Durch eine Kombination mit
BH3-Mimetika kann dementsprechend die DMF-Konzentration reduziert werden. Basilotta et
al. konnten zeigen, dass DMF das Bcl-2 Level in CAL27 Zellen reduziert [169]. Durch den
Einfluss von DMF auf Bcl-2 kdnnten somit die Effekte der BH3-Mimetika Kombination verstarkt
werden. Durch ein DMF induziertes reduziertes Bcl-2 Level konnte, bei simultaner Behandlung
mit BH3-Mimetika, das Gleichgewicht der anti-apoptotischen Proteine verdandert und in

Richtung Apoptose geschoben werden.

Durch Tsurushima et al. konnte gezeigt werden, dass DMF ebenfalls das Bcl-2 und Bcl-X.-Level
in den Mammakarzinom-Zelllinien MDA-MB-231 und BT-549 reduziert. Weiterhin konnten die
Effekte von Paclitaxel (Apoptose Induktor) und Adriamycin (DNA Interkalant) durch DMF in
Mammakarzinom-Zelllinien verstarkt werden [139]. Durch die Kombination mit DMF wird, in
MDA-MB-231, verstarkt Apoptose induziert. Da DMF den Zelltod Gber eine NF-kB-Inhibition in
CTCL-Zellen induziert und BH3-Mimetika Uber intrinsische Apoptose wadre eine Kombination

dieser beiden Mechanismen denkbar [75,108].

ABT-199 wird derzeit auch mit anderen Wirkstoffkombinationen in klinischen Studien zur
Behandlung nicht solider Tumore untersucht [167,170-173]. Unter anderem wird eine
ABT-199-Kombination in Verbindung mit einem Zytostatikum sowie einer Antikorpertherapie
in Non-Hodgkin-Lymphomen untersucht [170,173]. ABT-199 wird aber auch in soliden
Tumorentitaten als Therapieoption untersucht. Zurzeit wird eine Kombination aus ABT-199
und Enzalutamid in Patienten mit Prostatakarzinom untersucht [174]. Somit kann ABT-199

auch zur Behandlung solider Tumore eingesetzt werden.

Auch MIK665 wird derzeit mit anderen Wirkstoffkombinationen in klinischen Studien
analysiert [175,176]. In einer derzeit laufenden klinischen Studie wird MIK665 mit einem
anderem Bcl-2 Inhibitor (VOB560) in Lymphomen, Leukdmien oder Multiplen Myelomen

untersucht [175]. Eine andere Studie untersucht das Zusammenwirken von MIK665 mit

71



DISKUSSION

Azacitidin in AML [176]. Da sich sowohl| ABT-199 als auch DMF bereits in klinischer Anwendung
befinden, ware eine klinische Studie mit einer ABT-199/MIK665/DMF-Kombination denkbar.

4.5 DMF in Kombination mit 5-FU

Das CRC ist die am dritthaufigsten diagnostizierte Tumorentitdt und die zweithaufigste
Todesursache im Bereich der Tumorerkrankungen weltweit (Abbildung 2) [1]. Nach wie vor
sind die Behandlungsoptionen beschrankt. Die Bildung von Resistenzen erschwert zusatzlich
die Behandlung [44,49]. Deshalb ist die Entwicklung neuer Therapieoptionen fiir das CRC

essenziell.

Bereits eine Kombination aus DMF und Oxaliplatin konnte gute Effekte in Kolonkarzinomzellen
erzielen. Diese Wirkstoffkombination konnte erfolgreich den Zelltod durch Apoptose und
Autophagie induzieren. DMF fuhrte in der CRC-Zelllinie T84 zu einer gesteigerten Caspase 3/7
Aktivitat [134]. Auch eine Kombination aus DMF und 5-FU fiihrte zu einer gesteigerten
Caspase 3/7 Aktivitat und Zelltodinduktion.

Innerhalb dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass DMF die Proliferation in HCC-Zelllinien
inhibiert. In nicht veroffentlichten Daten konnte unsere Arbeitsgruppe weiterhin zeigen, dass
DMF ebenfalls die Proliferation in CRC-Zelllinien inhibiert. In Kaluzki et al. konnte ebenfalls
eine Proliferationsinhibition von CRC-Zellen nach DMF-Behandlung gezeigt werden. Die
Proliferationsinhibition konnte durch Kombination von DMF mit Oxaliplatin signifikant
gesteigert werden. Demzufolge wiirde DMF sich als Proliferationsinhibitor, moglicherweise
auch in Kombination mit 5-FU, fir das CRC anbieten. Durch Mutationen in der Entstehung des
CRCs kommt es unter anderem zu einer unkontrollierten Zellproliferation und zum

Fortschreiten der Erkrankung [47].

Weiterhin konnte gezeigt werden, dass DMF zusammen mit 5-FU Apoptose induziert. Dabei
kann durch eine Kombination von DMF und 5-FU die Dosis fiir beide Wirkstoffe reduziert
werden (Abbildung 27). Auch Singhal et al. konnten zeigen, dass DMF effektiv Zelltod in
CRC-Zellen induziert. Durch eine gleichzeitige HIF-Aktivierung konnte die Zelltodrate nochmals
gesteigert werden. Dazu wurde DMF mit dem HIF-Prolylhydroxylase-Inhibitor FG-4592
kombiniert. In einen in vivo Xenograft Maus-Model konnte zusatzlich gezeigt werden, dass

eine DMF/FG-4592 Kombination das Tumorvolumen und -gewicht deutlich reduziert. In einem
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TUNEL-Assay konnte bestatigt werden, dass eine DMF/FG-4592 Kombination auch in vivo

Apoptose in Tumorzellen induziert [177].

5-FU wird bei der Behandlung von CRC im Endstadium mit einer Kombination aus Folinsaure
und Oxaliplatin eingesetzt [48]. Dies bedeutet, dass eine Wirkstoffkombination mit 5-FU
bereits Anwendung findet. Gleichzeitig werden derzeit zahlreiche klinische Studien

durchgefiihrt, die 5-FU mit anderen Wirkstoffen kombinieren [178-180].

Durch die Ergebnisse von Singhal et al. lasst sich schlussfolgern, dass DMF ebenfalls mit
etablierten Tumortherapeutika kombiniert werden kann. Dadurch kann das
Therapiespektrum fir CRC-Patienten erweitert werden. Dementsprechend scheint eine
Kombination aus 5-FU und DMF ebenfalls vielversprechend. Durch diese Kombination kann
sowohl Zelltod induziert als auch die Proliferation inhibiert werden. Da sowohl 5-FU als auch
DMF bereits in der klinischen Anwendung etabliert sind, eroffnet sich die Moglichkeit einer

raschen Translation dieser Erkenntnisse in die klinische Praxis.
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5 Zusammenfassung

Leberneoplasien zdhlen zu den malignen Erkrankungen mit der drittgroRten globalen
Mortalitatsrate. Innerhalb dieses Spektrums reprasentiert das HCC die pradominante maligne
Entitdt innerhalb der Leber. Die wachsende Prdvalenz von Leberneoplasien kann auf
verschiedene Risikofaktoren zuriickgeflihrt werden. Trotz dieser alarmierenden Trends
bleiben die therapeutischen Optionen fir das HCC begrenzt. Eine zusatzliche Herausforderung
stellt die Entwicklung von Therapieresistenzen dar, die die Effektivitat der therapeutischen

Interventionen weiter erschweren.

Deshalb lag der Schwerpunkt dieser Arbeit darin, DMF als neue mogliche Therapieoption fiir
das HCC zu evaluieren. Dazu wurden insgesamt 3 HCC-Zelllinien (Huh7, HepG2 und Hep3B)
mit aufsteigenden DMF-Konzentrationen fiir bis zu 72 h behandelt. Durch die Behandlung mit
DMF konnte der relative ATP-Gehalt in den Zelllinien signifikant reduziert werden. Diese
Energie-Depletion wirkte sich maRgeblich auf die HCC-Zelllinien aus. Es konnte sowohl eine
Inhibition der Migration als auch der Proliferation festgestellt werden. Der
Proliferationsinhibition liegt ein G2-Arrest zugrunde. Weiterhin konnte durch eine
Behandlung der HCC-Zellen mit DMF effektiv der Zelltod induziert werden. Dieser lieR sich

mittels zZVAD blocken, was Apoptose als Zelltodmechanismus aufzeigt.

Die bendtigten DMF-Konzentrationen zur Zelltodinduktion in HCC-Zelllinien waren im
Vergleich zu CTCL-Zellen relativ hoch. Deshalb sollte DMF noch mit anderen Wirkstoffen
kombiniert werden. Zur Wirkstoffkombination wurden die BH3 Mimetika ABT-199 (Bcl-2-
Inhibitor) und MIK665 (Mcl-1-Inhibitor) ausgewahlt. Eine Kombination aus NF-kB Inhibition
(DMF) und Bcl-2 Inhibition (ABT 199) konnte bereits in vitro und in vivo gute Effekte in CTCL-
Zellen erzielen. Zuerst wurde die ICso einer BH3-Mimetika Monobehandlung in Huh?7
gemessen. Die ICso einer ABT-199 oder MIK665 Monotherapie war ebenfalls relativ hoch.
Deshalb wurden die beiden BH3-Mimetika miteinander kombiniert. Durch eine Kombination
konnte die ICsp der beiden Wirkstoffe massiv reduziert werden. Durch die gleichzeitige
Inhibition von Bcl-2 und Mcl-1 konnte erfolgreich Apoptose induziert werden. Diese
Ergebnisse wurden durch die Freisetzung von Cytochrom ¢, der Spaltung und

Aktivitatssteigerung der Caspase 9 und der Caspase 3 sowie der Spaltung von PARP bestatigt.
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Es folgte eine Wirkstoffkombination aus DMF, ABT-199 und MIK665 in Huh7. Durch die
Kombination von DMF mit den beiden BH3-Mimetika konnte die DMF-induzierte
Migrationsinhibition verstarkt werden. Gleichzeitig konnte die daflir bendtigte
DMF-Konzentration reduziert werden. Diese Effekte zeigten sich ebenfalls bei der
Zelltodinduktion. Durch eine Kombination von BH3-Mimetika kann die DMF-Konzentration

effektiv verringert werden.

Da DMF sowohl die Migration als auch die Proliferation inhibiert, wurden die Untersuchungen
auf das CRC ausgeweitet. Das CRC ist die zweithdufigste Todesursache im Bereich der
Tumorerkrankungen weltweit. Eine unkontrollierte Zellproliferation fiihrt zum Fortschreiten
dieser Erkrankung. Das Zytostatikum 5-FU gehort zu den wichtigsten eingesetzten Wirkstoffen
beim CRC. Deshalb wurde DMF ebenfalls mit 5-FU kombiniert. Durch die Kombination konnte
sowohl die spezifische Caspase 3/7 Aktivitdt sowie die PARP-Spaltung gesteigert werden. Die
Kombination resultierte ebenfalls in einer Energie-Depletion sowie in einer Steigerung der
Zelltodinduktion. Durch eine Kombination von DMF und 5-FU konnten beiden

Wirkstoffkonzentrationen reduziert werden.

In dieser Studie wurde erfolgreich aufgezeigt, dass DMF eine neuartige therapeutische Option
fiir die Behandlung vom HCC und CRC darstellt. DMF zeichnet sich insbesondere durch seine
bereits etablierte klinische Anwendung und das vergleichsweise geringe Spektrum an
Nebenwirkungen im Vergleich zu herkdémmlichen Tumortherapeutika aus. Besonders
vielversprechend erscheint die Moglichkeit einer Kombination von DMF mit anderen

Wirkstoffen.
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6 Abkiirzungsverzeichnis

5-FU
AKT
ALL
AML
AMPK
APAF-1
APC
ATCC
Bak
Bax
Bcl-2
Bcl-B
BCLC
Bcl-W
Bcl-X,
BH3
Bid
Bik
Bim
Bmf
Bok
CBP-p300
Cl

CLL
CLS
CRC
CTCL
CXCL1
DAPI
DCC

5-Fluoruracil
Proteinkinasen B
akute lymphoblastische Leukdamie

akute myeloische Leukamie

AMP-aktivierte Proteinkinase eng. AMP-activated protein kinase

engl. Apoptotic Protease-activating Factor 1
Adenomatous polyposis coli

engl. American Type Culture Collection

engl. BCL2 antagonist/killer 1

engl. Bcl-2-associated X protein

engl. B-cell lymphoma 2

engl. B-cell CLL/lymphoma 7 protein family member B
engl. Barcelona-Clinic-Liver Cancer

engl. B-cell ymphoma W

engl. B-cell ymphoma-extra large

engl. Bcl-2 homology 3

engl. BH3 interacting-domain death agonist
engl. Bcl-2-interacting killer

engl. Bcl-2-like protein 11

engl. Bcl-2-modifying factor

engl. Bcl-2-related ovarian killer protein

engl. CREBbinding protein—p300 complex
Kombinationsindex engl. Combination Index
chronische lymphatische Leukdamie

engl. Cell Lines Service

Kolorektales Karzinom eng. Colorectal Cancer
kutanes T-Zell Lymphom engl. cutaneous T cell lymphoma
engl. C-X-C motif chemokine ligand 1
4',6-Diamidin-2-phenylindol

engl. deleted in Colorectal Carcinoma
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DLBCL
DMF
EMA
FACS
FCCP
FDA
GAPDH
GPX4
HBV
HCAR?2
HCC
HCV
HRK
ICso

IF1

JAK
Keapl
KRAS
Maf
MafK
MAP
Mcl-1
MDSC
MOMP

NAFLD
NASH
N F'KB

Noxa

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

engl. Direct Inhibitor of Apoptosis-Binding protein with LOw pl

grofizelligen B-Zell-Lymphom engl. diffuse large B-cell lymphoma
Dimethylfumarat

Europaische Arzneimittel-Agentur engl. European Medicines Agency
engl. fluorescence-activated cell sorting
Carbonylcyanid-p-trifluormethoxyphenylhydrazon

engl. Food and Drug Administration

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

Glutathionperoxidase 4

Hepatitis B Virus

Hydroxycarbonsdure-Rezeptor

hepatozelluldre Karzinom engl. hepatocellular carcinoma

Hepatitis C Virus

engl. activator of apoptosis harakiri

mittlere inhibitorische Konzentration engl. half-maximum inhibitory
concentration

engl. Anti-ATPase Inhibitory Factor 1

Immunonkologische Therapie

Januskinase

engl. elch-like ECH-associated protein 1

engl. Kirsten rat sarcoma virus

engl. musculoaponeurotic fibrosarcoma

Kleines Maf-Protein

engl. mitogen-activated protein

engl. induced myeloid leukemia cell differentiation protein Mcl-1
engl. Myeloid-derived suppressor cell

Permeabilisierung der &dulleren Mitochondrienmembran engl.
mitochondrial outer membrane permeabilization

nicht-alkoholische Fettlebererkrankung

nicht-alkoholische Steatohepatitis

engl. nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells

engl. NADPH oxidase activator 1
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Nrf2
(0N
PARP
PDGF
PI3K
Puma
RB

RT
Sirtl

Smac

SOCS3
STAT
TERT
TOMM20
TRAIL

Trx 1
TSP-1

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

engl. Nuclear Factor Erythroid 2-Related Factor 2
Gesamtliberleben engl. Overall survival
poly(ADP-ribose)polymerase-1

engl. platelet-derived growth factor
Phosphoinositid-3-Kinasen

p53 upregulated modulator of apoptosis
Retinoblastom-Protein

Raumtemperatur

Sirtuin-1

engl. Second mitochondria-derived activator of caspase
engl. Suppressor of Cytokine Signaling

engl. Signal Transducers and Activators of Transcription
Telomerase Reverse Transkriptase

engl. Translocase of outer mitochondrial membrane 20
engl. TNF-related apoptosis-inducing ligand
Thioredoxin 1

Thrombospondin-1
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