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1 Einleitung

1.1 Dimethylfumarat (DMF)
1.1.1  Struktur und Wirkstoffklasse von DMF

Dimethylfumarat (DMF) ist ein kleines Molekul mit der Strukturformel CsHsO4 und
einem Molekulargewicht von 144,13 g/mol. Es zahlt somit zur Substanzklasse der
small molecules. Chemisch handelt es sich bei der Verbindung um einen Diester der
Fumarsaure mit dem Alkohol Methanol (Saidu et al. 2019). DMF weist eine Vielzahl an
molekularen Wirkmechanismen auf, wie u.a. die Senkung der zellularen Gluthation
(GSH)-Spiegel, die Aktivierung von nuclear factor erythroid-derived 2-like 2 (Nrf2) oder
die Inhibition von nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
(Nf-kB). Dabei wirkt DMF vor allem anti-inflammatorisch und immunmodulatorisch
(Froehlich et al. 2019; Brick et al. 2018; Schroeder et al. 2017; Nicolay et al. 2016).

1.1.2 Klinisches Einsatzgebiet von DMF

Die anti-inflammatorische Wirkung von DMF macht man sich bei der klinischen
Anwendung des Praparats zunutze. Als erstes DMF-haltiges Praparat wurde
Fumaderm® 1994 zur oralen Psoriasis-Therapie in Deutschland zugelassen (Atwan et
al. 2015). Mittlerweile ist auch Skilarence® als reines DMF-Medikament zur
Behandlung der Psoriasis vulgaris verfugbar (Bruck et al. 2018; European Medicines
Agency 2017). Auch bei der Therapie der Multiplen Sklerose (MS) spielt DMF eine
Rolle. 2013 wurde das Medikament Tecfidera® fir die Behandlung der schubférmigen,
remittierenden MS von der Food and Drug Administration (FDA) in den USA
zugelassen (Ahmadi-Beni et al. 2019; Saidu et al. 2019). Ein Jahr spater kam es auch
in der Europaischen Union zur Zulassung dieses Medikaments. Aufgrund der
schnellen Hydrolyse von DMF zu Monomethylfumarat durch Esterasen kann DMF
nach oraler Aufnahme im Plasma nicht quantifiziert werden. Pharmakokinetische
Untersuchungen mit Monomethylfumarat nach oraler Verabreichung von 240 mg DMF
zeigen eine maximale Plasmakonzentration von 13,2 uM und eine Gesamtexposition
entsprechend der AUC (area under the curve) von 61,6 pM*h. Die maximal zulassige

Tagesdosis an DMF betragt 720 mg (European Medicines Agency 2014).



DMF ist bei der therapeutischen Anwendung in der Regel gut vertraglich. Zwar treten
bei zwei von drei behandelten Personen unerwinschte Arzneimittelwirkungen auf,
diese sind aber oft milde und fihren meist nicht zum Therapieabbruch. Als haufige
unerwunschte Arzneimittelwirkungen sind gastrointestinale Beschwerden wie
Durchfall, Ubelkeit oder Bauchschmerzen, Hautrétungen und Leukozytopenie zu
nennen. Kontraindikationen fir den Einsatz von DMF sind Schwangerschaft, Stillzeit
und Niereninsuffizienz (Atwan et al. 2015; Ahmadi-Beni et al. 2019).

Tabelle 1: Zulassungen von DMF in Deutschland

Handlungsname | Erstzulassung |Indikation Dosierung

Tecfidera ® 2014 Multiple Sklerose Anfangsdosis 2x 120 mg/d
Erhaltungsdosis 2x 240 mg/d

Skilarence ® 2017 Psoriasis vulgaris | Anfangsdosis 1x 30 mg/d
Hochstdosis 3x 240 mg/d

Fumaderm ® 1994 Psoriasis vulgaris Anfangsdosis 1x 120 mg/d
Hoéchstdosis 3x 240 mg/d

1.1.3 Experimenteller Einsatz von DMF in der Tumortherapie

Neben der anti-inflammatorischen Wirkung von DMF zeigten sich im experimentellen
Ansatz auch weitere bemerkenswerte Effekte, die DMF fur die Tumortherapie
interessant machen. Bei der in vitro Behandlung von Melanom-Zellen mit DMF konnte
die Zellproliferation inhibiert werden und Zelltod induziert werden. In vivo zeigte sich
ein reduziertes Tumorwachstum im Maus-Modell (Loewe et al. 2006; Kaluzki et al.
2016). Auch bei Glioblastom-Zellen konnte die Zellproliferation durch DMF inhibiert
werden (Ghods et al. 2013). DMF konnte das Tumorwachstum von Mamma-
Karzinomen im Maus-Modell hemmen (Kastrati et al. 2016). Beim kutanen T-Zell-
Lymphom (CTCL) lie® sich ein Ripoptosom-vermittelter Zelltod der malignen T-Zellen
sowie ein reduziertes Tumorwachstum und eine Abnahme der Metastasierung unter
DMF-Therapie beobachten (Nicolay et al. 2016; Schroeder et al. 2017; Froehlich et al.
2019; Sener et al. 2025). Diese Daten haben uns dazu veranlasst, eine klinische Studie
der Phase Il zur DMF-Therapie durchzuflhren. Diese Studie belegt die Wirksamkeit
von DMF am Patienten. Patienten mit Sézary-Syndrom und hoher NF-kappaB-Aktivitat
in den malignen Zellen zeigten das beste Ansprechen auf die DMF-Therapie (Nicolay
et al. 2023).

Die anti-tumoralen Effekte von DMF konnten bereits bei Zelllinien des kolorektalen

Karzinoms nachgewiesen werden. Die Viabilitdt und Zellproliferation von kolorektalen
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Karzinom-Zellen nahm unter DMF-Therapie ab und es kam zur Autophagie in
verschiedenen Zelllinien. Der beobachtete Zelltod wurde entweder als nekroptotisch
oder apoptotisch beschrieben (Xie et al. 2015; Kaluzki et al. 2019).

1.2 Der Bcl-2-Inhibitor ABT-199 (Venetoclax)

1.2.1 Regulation der intrinsischen Apoptose durch die Bcl-2-Familie

Die Bcl-2-Familie spielt eine Schlusselrolle beim Ablauf des intrinsischen Apoptose-
Signalwegs. Die verschiedenen Proteine der Bcl-2-Familien konnen dabei entweder
eine Apoptose-induzierende (pro-apoptotische) oder eine Apoptose-inhibierende (anti-
apoptotische) Rolle einnehmen. Entsprechend dieser Funktion und entsprechend der
Struktur der Bcl-2-Familienmitglieder werden drei Gruppen von Bcl-2-Proteinen
unterschieden. Die Gruppe der anti-apoptotisch wirkenden Bcl-2-Proteine umfasst
neben dem Namensgeber der gesamten Proteinfamilie, dem B-cell lymphoma 2-
Protein (Bcl-2), auch Bcl-xL, Bcl-B, Bcl-w, Mcl-1 und Bfl-1, welches auch als A1
bekannt ist. Die pro-apoptotischen Familienmitglieder lassen sich aufteilen in die
Gruppe der Effektor-Proteine und der BH3-only-Proteine. Zu den Effektor-Proteinen
gehoren Bax, Bak und Bok. Zu den BH3-only-Proteinen zahlt man Bim, Bad, Bid, Bik,
Bmf, Puma, Noxa und Hrk (Banjara et al. 2020; Hafezi und Rahmani 2021).

Alle Bcl-2-Familienmitglieder besitzen Bcl-2 Homologien (BH) in ihrer Proteinstruktur.
Die anti-apoptotischen Mitglieder und die Effektor-Proteine weisen bis zu vier dieser
Homologien auf (BH1-4). Die BH3-only-Proteine besitzen nur die BH3-Homologie. Die
meisten Bcl-2-Proteine sind auf’erdem uber eine Transmembrandomane in der
aulderen Mitochondrienmembran fixiert (Delbridge und Strasser 2015; Kvansakul und
Hinds 2015; Shamas-Din et al. 2013).

Bcl-2-Familienmitglieder regulieren sich gegenseitig. Anti-apoptotische Bcl-2-Proteine
antagonisieren die Effektor-Proteine durch Bindung an deren BH3-Domane. Die pro-
apoptotischen BH3-only-Proteine kdnnen ihrerseits Uber die BH3-Domane an anti-
apoptotische Bcl-2-Proteine binden, wodurch die Effektor-Proteine frei werden
(Lessene et al. 2008). Die Effektor-Proteine Bax und Bak oligomerisieren und bilden
dadurch Poren in der auf3eren Mitochondrienmembran. Es kommt zur Freisetzung von

Cytochrom ¢ ins Zytosol, welches dort mit dem Apoptose-auslésenden Faktor-1



(Apaf-1) interagiert und so Caspase 9 aktiviert. In der Folge kommt es zu Aktivierung

weiterer Caspasen und damit zur Apoptose (Nirmala und Lopus 2020).

Das Verhdltnis von anti-apoptotischen und  pro-apoptotischen  Bcl-2-
Familienmitgliedern ist also entscheidend fur den intrinsischen Apoptose-Signalweg.
Dieses Verhaltnis kann durch Ubergeordnete Signalwege beeinflusst werden. So
verschiebt z.B. zellularer Stress oder DNA-Schadigung das Verhaltnis zugunsten der
BH3-only-Proteine und es kommt zur Apoptose (Warren et al. 2019; Lessene et al.
2008, S. 989). Bei Krebszellen sind hingegen haufig die anti-apoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieder  Uberexprimiert, sodass diese malignen Zellen einen

Uberlebensvorteil besitzen (Hafezi und Rahmani 2021).

1.2.2 Inhibition von anti-apoptotischen Bcl-2-Proteinen durch BH3-Mimetika

Der therapeutische Ansatz bei der Therapie mit BH3-Mimetika ist es, das Verhaltnis
der pro- und anti-apoptotischen Bcl-2-Proteine zugunsten der pro-apoptotischen zu
verschieben. BH3-Mimetika imitieren dabei die Funktion der BH3-only-Proteine. Durch
Bindung an anti-apoptotische Bcl-2-Proteine werden die Effektor-Proteine Bax und

Bak frei und es kommt zur Apoptose (Lessene et al. 2008).

Es gibt verschiedene BH3-Mimetika, die mehr oder weniger selektiv an
unterschiedliche Bcl-2-Familienmitglieder binden. Das erste BH3-Mimetikum war ABT-
737. Dieses hemmt, ebenso wie sein klinisches Derivat ABT-263 (Navitoclax), die anti-
apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w. Weniger selektiv wirkt GX15-070
(Obatoclax) auf Bcl-2, Bcel-xL, Bcl-1, Mcl-1 und Bfl-1. Problematisch bei diesen ersten
BH3-Mimetika war eine gegenuber der Wirksamkeit vergleichsweise hohe Toxizitat.
So fuhrte beispielsweise ABT-263 zu einer dosis-abhangigen Thrombozytopenie,
sodass suffiziente Konzentrationen zur Krebstherapie im Patienten nicht erreicht
werden konnten (Hafezi und Rahmani 2021; Delbridge und Strasser 2015). Ein
neueres BH3-Mimetikum und hochselektiver Bcl-2-Inhibitor ist ABT-199 (Venetoclax).
Es zeigte eine gute Wirksamkeit und rufte weniger Thrombozytopenie hervor als
vergleichbare BH3-Mimetika (Souers et al. 2013).



1.2.3 Klinisches Einsatzgebiet von ABT-199 (Venetoclax)

Die gute Wirksamkeit bei vergleichsweise geringen Nebenwirkungen fiuhrte zur
Zulassung von ABT-199 zur Behandlung von verschiedenen hamatologischen
Malignomen. In den USA findet es seit 2016 als Monotherapie bei der chronisch
lymphatischen Leukamie (CLL) Anwendung (Deeks 2016). In der Kombination mit
anderen Wirkstoffen wird ABT-199 dort auch fir die Therapie der akuten myeloischen
Leukamie (AML) verwendet, wenn Patienten nicht fur eine Chemotherapie geeignet
sind (Jonas und Pollyea 2019; Richard-Carpentier und DiNardo 2019). In der
Europaischen Union ist ABT-199 fir die Therapie der CLL und AML zugelassen
(European Medicines Agency 2016). Nach der aktuellen S3-Leitlinie zum CLL wird
ABT-199 in Deutschland als Erstlinientherapie sowie in der Behandlung von Rezidiven
empfohlen (DGHO 2024). Bei Verabreichung der zugelassenen Tageshdchstdosis von
400 mg ABT-199 betragt die maximale Plasmakonzentration 2,4 £ 1,3 uM und die
AUC (area under the curve) 37,8 + 19,5 uM*h (European Medicines Agency 2016).

Tabelle 2: Zulassung von ABT-199 in Deutschland

Handlungsname | Erstzulassung |Indikation Dosierung

Venclyxto ® 2016 CLL, AML Anfangsdosis (CLL) 20 mg/d
Anfangsdosis (AML) 100 mg/d
Hoéchstdosis 400 mg/d

1.2.4 Experimenteller Einsatz von ABT-199 in der Tumortherapie

Im experimentellen Rahmen zeigte ABT-199 das Potenzial zur Therapie weiterer
Tumorentitaten. ABT-199 induzierte Apoptose in verschiedenen Non-Hodgkin-
Lymphom-Zelllinien und hemmte das Tumorwachstum verschiedener Non-Hodgkin-
Lymphome im Maus-Modell (Souers et al. 2013). Beim kutanen T-Zell-Lymphom
(CTCL) konnte ABT-199 Zelltod in primaren CTCL-Zellen sowie CTCL-Zelllinien
induzieren (Froehlich et al. 2019). Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die
Kombination von ABT-199 und MIK665, einem BH-3-Mimetikum, welches Mcl-1
inhibiert, synergistisch intrinsische Apoptose in HCC-Zellen auslost (Michalski et al.
2023). In Uber 200 laufenden oder bereits abgeschlossenen klinischen Studien wird
vor allem der Einsatz von ABT-199 bei hamatologischen Malignomen betrachtet. Bei
klinischen Studien zur Therapie von soliden Tumoren findet ABT-199 oft als

Kombination mit anderen Wirkstoffen wie beispielsweise dem MDM2-Inhibitor



Idasanutlin oder dem monoklonalen Anti-PD-1-Antikérper ABBV-181 Anwendung
(Ramesh und Medema 2020).

1.3 Kombination von DMF mit ABT-199

Wie zuvor bereits erwahnt, konnten sowohl DMF als auch ABT-199 Zelltod in primaren
CTCL-Zellen sowie CTCL-Zelllinien induzieren. DMF fuhrt in CTCL-Zellen Uber eine
Blockade von Thioredoxin 1 (Trx1) zur Inhibition des anti-apoptotischen
Transkriptionsfaktors NF-kB (Abbildung 1). In der Folge werden die NF-kB-Zielgene,
das zellulare FLICE-like inhibitory Protein (cFLIPs) und die Inhibitors of Apoptosis
(IAPs), nicht mehr exprimiert. Dies resultiert in der Bildung des Ripoptosoms, einer
Signalplattform bestehend aus Caspase 8, Receptor-interacting kinase 1 (RIPK1) und
Fas-associated death domain (FADD). Uber das Ripoptosom kann sowohl
apoptotischer als auch nekroptotischer Zelltod vermittelt werden. Unter DMF-Therapie
von CTCL-Zellen konnte auch die Freisetzung von Second mitochondria-derived
activator of caspase (Smac) aus den Mitochondrien beobachtet werden. Smac tragt
uber die Inhibition von IAPs ebenfalls zur Ripoptosom-Bildung bei (Schroeder et al.
2017; Nicolay et al. 2016). ABT-199 hemmt als BH3-Mimetikum anti-apoptotische
Bcl-2-Proteine (Abbildung 1). Uber die daraus resultierende Oligomerisierung von Bax-
und Bak-Proteinen kommt es zur Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien
und somit zur Apoptose-Induktion (Nirmala und Lopus 2020; Lessene et al. 2008).

Die beiden verschiedenen Wirkmechanismen von DMF und ABT-199 I6sten Zelltod in
CTCL-Zellen aus. Durch die Kombination beider Wirkstoffe zeigte sich ein
synergistischer Effekt bei der Zelltodinduktion. Wahrend die Monotherapie mit DMF
oder ABT-199 im Maus-Modell im Vergleich nur geringere Effekte zeigte, konnte die
Kombination beider Wirkstoffe das Tumorwachstum deutlich reduzieren. Auch die
Uberlebensrate der Mause war unter der Kombinationstherapie am gréRten (Froehlich
et al. 2019).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Wirkmechanismen zur Zelltodinduktion durch DMF und
ABT-199 in CTCL-Zellen. DMF inhibiert nuclear factor k-light-chain-enhancer of activated B cells (NF-
kB) Uber Blockade von Thioredoxin 1 (Trx1). Die Expression von zellularen FLICE-like inhibitory
Proteinen (cFLIPs) und Inhibitors of Apoptosis (IAPs) nimmt ab. Die Bildung des Ripoptosoms,
bestehend aus Caspase 8, Receptor-interacting kinase 1 (RIPK1) und Fas-associated death domain
(FADD), und die Freisetzung von Second mitochondria-derived activator of caspase (Smac) aus den
Mitochondrien fiihrt zur Zelltodinduktion. ABT-199 inhibiert Bcl-2. Durch Oligomerisierung von Bax und
Bak wird Cytochrom c aus den Mitochondrien freigesetzt. Die Bildung des Apoptosoms, bestehend aus
Cytochrom ¢ und Apoptose-auslésendem Faktor-1 (Apaf-1) fuhrt zur Aktivierung von Caspasen und
Zelltodinkduktion.

1.4 Das kolorektale Karzinom

1.4.1 Epidemiologie, Atiologie und Mortalitat des kolorektalen Karzinoms

Das kolorektale Karzinom (CRC) zahlt zu den haufigsten bosartigen Tumorentitaten
weltweit. Betrachtet man das Krankheitsgeschehen geschlechterubergreifend so

stellte es im Jahr 2022 mit einer weltweiten Inzidenz von 1,9 Millionen das

dritthaufigste  Krebsleiden dar. Dies entspricht einem Anteil an den

Krebsneuerkrankungen von 9,6 %. Haufiger waren nur das Bronchialkarzinom mit
12,4 % und das Mammakarzinom mit 11,6 % (Bray et al. 2024). Die Inzidenz stieg in
den letzten Jahren kontinuierlich. Vor allem in den westlichen Landern sind hohe

Fallzahlen beim kolorektalen Karzinom zu beobachten (Wild et al. 2020).
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Die Wahrscheinlichkeit am CRC zu erkranken, betragt etwa 4 —5 % und wird von
verschiedenen Risikofaktoren beeinflusst. So korreliert das CRC vor allem mit einem
hohen Lebensalter und dem Vorhandensein von Co-Morbiditaten, insbesondere den
chronisch entzundlichen Darmerkrankungen wie Colitis ulzerosa oder Morbus Crohn.
Auch eine genetische Disposition spielt eine Rolle. Einige Risikofaktoren fur das
Auftreten eines CRC werden durch den individuellen Lebensstil beeinflusst.
Ubergewicht, wenig kdrperliche Aktivitat sowie der Konsum von viel rotem Fleisch,
Alkohol oder Tabak kdonnen das Entstehen eines CRC begunstigen (Marmol et al.
2017).

Die meisten CRC entwickeln sich aus Adenomen. Aufgrund einer Sequenz aus
mehreren Genmutationen kommt es hierbei zunachst zu adenomatdsen Vorstufen,
welche dann durch weitere Mutationen karzinomatés entarten (Wild et al. 2020;
Marmol et al. 2017). Eine mogliche Abfolge einer solchen Sequenz an Genmutationen
wurde durch Vogelstein et al. (1990; 2013; 2015) beschrieben. Zunachst fuhrt eine
Mutation im Tumorsuppressorgen APC (Adenomatous-polyposis-coli) zu einem
Wachstumsvorteil gegenuber nicht-mutierten kolorektalen Epithelzellen. Durch
Hyperproliferation des mutierten Epithels entsteht so ein langsam wachsendes, kleines
Adenom. Als Folge einer weiteren Mutation, die in der Regel das Protoonkogen KRAS
(Kirsten rat sarcoma virus) betrifft, nimmt die Proliferationsrate der Zellen weiter zu,
sodass sich ein groReres Adenom bildet, welches dysplastisch verandert ist. Eine dritte
Mutation im TP53-Gen fuhrt zum Verlust des Tumorsuppressorproteins p53. Es kommt

zur malignen Veranderung des Adenoms und damit zur Entstehung eines Karzinoms.

Das kolorektale Karzinom steht mit 9,3 % an der zweiten Stelle aller krebsbedingten
Todesursachen. Im Jahr 2022 war es fur uber 900.000 Todesfalle weltweit
verantwortlich (Bray et al. 2024).

1.4.2 Aktuelle Therapie des kolorektalen Karzinoms

Kolonkarzinome ohne Fernmetastasen kdnnen durch onkologische Resektion kurativ
behandelt werden. Ziel der kurativen Therapie des kolorektalen Karzinoms ist eine
moglichst vollstandige Tumorentfernung. Um die Chancen auf eine erfolgreiche
operative Tumortherapie zu verbessern, kommen Chemotherapie und Bestrahlung

adjuvant oder neoadjuvant zum Einsatz (Abbildung 2). Die adjuvante Chemotherapie
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erfolgt risikoadaptiert in Abhangigkeit der TumorgroRe und der Anzahl an
tumorinfiltrierten Lymphknoten mit Capecitabin/Oxaliplatin (CAPOX) fir 3 — 6 Monate
oder mit Folinsaure/5-Fluorouracil (5-FU)/Oxaliplatin (FOLFOX) fur 6 Monate (André
et al. 2020a). Neoadjuvante Ansatze werden derzeit in klinischen Studien beim
fortgeschrittenen Kolorektalkarzinom untersucht. Bei einer kleinen Untergruppe von
Patienten mit Mismatch-Reparatur-Defizienz hat sich die neoadjuvante Therapie mit
dem PD-1-Inhibitor Dostarlimab als sehr wirksam erwiesen (Cercek et al. 2022).
Rektumkarzinome im unteren und mittleren Rektumdrittel werden neoadjuvant mit
einer Radiochemotherapie (RCT) oder einer alleinigen Radiotherapie (RT) mit 5x5 Gy
behandelt. Bei lokal fortgeschrittenen Rektumkarzinomen mit hohem Risiko wird nach
der neoadjuvanten RT oder RCT eine weitere Chemotherapie mit FOLFOX oder
CAPOX vor der Operation durchgefuhrt. Dieses Vorgehen wird als totale neoadjuvante
Therapie bezeichnet (Bahadoer et al. 2021). Aktuelle Daten deuten darauf hin, dass
eine neoadjuvante Chemotherapie mit FOLFOX einer totalen neoadjuvanten Therapie

hinsichtlich der Wirksamkeit gleichwertig ist (Schrag et al. 2023).

s R
keine Fernmetastasierung [ Fernmetastasierung ]
§ J
¥
4 N
] resektabel nicht resektabel
Operation
\ J N . )
o ; Systemtherapie
je nach Tumorstadium peration 2.B. FOLFOX,
I ~ | CAPOX, FOLFIRI,
Nachsorge p N FOLFOXIRI,
oder - Chemo- Zielgerichtete
Chemotherapie th . Therapie z.B. mit
2.B. FOLFOX, CAPOX eraple VEGF-/EGFR-
Uber 6 Monate 2:8: FOLFOX Inhibitoren
\_ O\

Abbildung 2: Vereinfachter Algorithmus zur Therapie des kolorektalen Karzinoms.

In der palliativen Situation werden Systemtherapien eingesetzt, darunter
Monochemotherapien wie Folinsaure/5-FU, Capecitabin oder Irinotecan. Zu den
verfugbaren Kombinationschemotherapien gehéren FOLFOX, CAPOX, Folinsaure/5-
FU/Irinotecan (FOLFIRI), Capecitabin/Irinotecan und Folinsaure/5-

FU/Oxaliplatin/Irinotecan (FOLFOXIRI). Zunehmend an Bedeutung gewinnen
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zielgerichtete Therapien mit neutralisierenden monoklonalen Antikérpern oder
Proteinen. Diese Substanzen richten sich zum Beispiel gegen den vaskularen
endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), wie Bevacizumab und Aflibercept, oder
gegen den epidermalen Wachstumsrezeptor (EGFR), wie Cetuximab und
Panitumumab (Cervantes et al. 2023). Etwa 5% der metastasierten kolorektalen
Karzinome weisen eine Mismatch-Reparatur-Defizienz auf. Hier ist der Einsatz von
Immun-Checkpoint-Inhibitoren, insbesondere des Anti-PD-1-Antikorpers
Pembrolizumab, sehr effektiv (André et al. 2020b).

Die konventionellen Chemotherapeutika zeigen oft systemische Nebenwirkungen und
ein unzufriedenstellendes Ansprechen des Tumors auf die Therapie. Gleichzeitig kann
es jederzeit zu Resistenzbildungen gegen die verwendeten Wirkstoffe kommen, was
ein Ansprechen weiter verschlechtert (Xie et al. 2020). Diese Resistenzen limitieren
die Effektivitat der Therapie und kénnen ein Therapieversagen zur Folge haben. Eine
haufige Ursache fur die Resistenzbildung von malignen Tumoren ist die erhohte
Expression von anti-apoptotisch wirkenden Proteinen wie Bcl-2, Bcl-xL oder Mcl-1 (Hu
et al. 2016). Auch bei den zielgerichteten Therapien gegen EGFR und VEGF lassen
sich Arzneimittelresistenzen nicht vermeiden. Au3erdem sind diese Medikamente sehr
kostenintensiv, fuhren zu zusatzlichen Nebenwirkungen und zeigen mitunter bei jedem
Individuum sehr unterschiedliche Wirksamkeiten (Xie et al. 2020). Trotz der Vielzahl
an verfugbaren Praparaten zur Behandlung des kolorektalen Karzinoms ist also die
Identifikation neuer Substanzen und die indikationsubergreifende Wirkstoffnutzung mit
einem Augenmerk auf die Uberwindung der Resistenz, sowie ein geringeres
Nebenwirkungsspektrum bei gleichzeitig hoherer Therapieeffektivitat von groRRer

Bedeutung.

1.5 ATP-abhangige Prozesse beim Tumorprogress

Es zahlt zu den Merkmalen maligner Zellen, dass sie unlimitiert proliferieren konnen
(Hanahan und Weinberg 2000, 2011). Die Zellproliferation ist ein
energieverbrauchender Prozess. Die bendtigte Energie in Form von
Adenosintriphosphat (ATP) kann hierfur auf verschiedenen Wegen bereitgestellt
werden. Ein bekannter Stoffwechselweg, der neben ATP auch wichtige Bausteine fur

die Biosynthese neuer Zellen liefert, ist die Glykolyse (Grumbach und Nguyen 2019).
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Fir die unlimitierte Zellproliferation ist die Glykolyse deshalb ein wichtiger Bestandteil
des Metabolismus maligner Zellen (Leal-Esteban und Fajas 2020; Mosier et al. 2021).
Da mitunter die Uber die Glykolyse bereitgestellte ATP-Menge fur die starke
Zellproliferation nicht ausreicht, wird der Energiebedarf auch durch eine gesteigerte
Funktion der mitochondrialen Atmungskette gedeckt (Ghosh et al. 2020). Es zeigte
sich, dass metastatische Krebszellen beim Tumorwachstum mehr auf die ATP-
Gewinnung durch die mitochondriale Atmungskette angewiesen sind als primare
Tumorzellen, die hauptsachlich ihr ATP Uber die Glykolyse bilden (Mosier et al. 2021,
Zanotelli et al. 2021).

Neben der unlimitierten Zellproliferation ist die Ausbildung von Metastasen ein
Merkmal maligner Zellen (Hanahan und Weinberg 2000, 2011). 90 % der Todesfalle
bei soliden Tumoren sind auf die Bildung von Metastasen zurickzuflihren (Kramer et
al. 2013). Damit sich Metastasen ausbilden, ist die Fahigkeit der Tumorzellen zur
Zellmigration notwendig. In einer Metastasierungskaskade |0sen sich die Zellen
zunachst vom Primartumor, durchdringen dann die Basalmembran und migrieren
schliel3lich durch die extrazellulare Matrix (Mosier et al. 2021). Bei verschiedenen
Tumorentitaten, wie auch beim kolorektalem Karzinom, hat sich gezeigt, dass die
Zellen als kollektiver Zellverband migrieren. Hierbei stehen die Zellen Uber funktionelle
Zell-Zell-Kontakte miteinander in Verbindung. Man vermutet eine verstarkte Invasion,
Metastasierung und Therapieresistenz bei Krebsarten, die kollektiv migrieren (Kramer
et al. 2013; Mosier et al. 2021). Wie die Zellproliferation stellt die Zellmigration einen
energieverbrauchenden Prozess dar (Zanotelli et al. 2021). Auch hier kann das
bendtigte ATP wieder Uber Glykolyse und die mitochondriale Atmungskette gewonnen
werden. In der Literatur ist von einer gleichwertigen Relevanz dieser beiden
Stoffwechselwege zur Energiebereitstellung die Rede (Mosier et al. 2021). Andere
Autoren sehen in der mitochondrialen Atmungskette den bevorzugten
Stoffwechselweg zur ATP-Produktion bei migrierenden Zellen (Zanotelli et al. 2021).

Viele Arten von malignen Zellen sind auf die Funktion der mitochondrialen
Atmungskette angewiesen. Eine gesteigerte Aktivitat der mitochondrialen
Atmungskette und die ausreichende Bereitstellung von ATP st fur die
Tumorvermehrung, das Tumoruberleben und die Metastasierung entscheidend
(Ghosh et al. 2020). Die Beeinflussung des zellularen Energiehaushaltes Uber die

Beeintrachtigung der ATP-Produktion durch die mitochondriale Atmungskette stellt
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also ein interessantes und vielversprechendes Ziel bei der Therapie von Malignomen

dar.

1.6 Die Rolle der mitochondrialen Atmungskette bei der zellularen

Energieversorgung
1.6.1 Aufbau und Funktion der mitochondrialen Atmungskette

Die mitochondriale Atmungskette ist der wichtigste Stoffwechselweg zur Produktion
von energiereichen Verbindungen in Form von Adenosintriphosphat (ATP) in
eukaryotischen Zellen. Die Atmungskette besteht aus vier Proteinkomplexen, welche
in der inneren Mitochondrienmembran verankert sind. Drei dieser vier Komplexe sind
Protonen-Pumpen. |hre Funktion ist der Transport von Protonen aus der
mitochondrialen Matrix in den Intermembranraum des Mitochondriums. Die Energie fur
diesen Protonentransport entsteht aus der Oxidation von Reduktionsaquivalenten wie
NADH unter dem Verbrauch von Sauerstoff und der Entstehung von Wasser. Die in
den Intermembranraum beférderten Protonen fliel3en anschlie3end entsprechend dem
elektrochemischen Gradienten Uber die ATP-Synthase zurick in die mitochondriale
Matrix. Die ATP-Synthase wandelt bei diesem Prozess ADP zum energiereichen ATP

um (Vercellino und Sazanov 2022).

1.6.2 Das mitochondriale Membranpotential

Das mitochondriale Membranpotential (AWm) ist das Resultat des Protonentransports
uber die Atmungskette. Es beschreibt das elektrische Potential Uber der inneren
Mitochondrienmembran, welches sich aufgrund der Ladungsungleichheit zwischen
dem Intermembranraum und der mitochondrialen Matrix bildet. Mitochondriale
Entkoppler wie beispielsweise FCCP erhohen die Protonenleitfahigkeit der inneren
Mitochondrienmembran. Der Ladungsausgleich zwischen Intermembranraum und
mitochondrialer Matrix kann dadurch effizienter stattfinden, wodurch das AWm kleiner
wird (Cadenas 2018).
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1.7 Autophagie
1.7.1 Auftreten von autophagischen Prozessen

Autophagie ist eine mogliche Reaktion auf ein mangeindes Energieangebot in der
Zelle. Dies kann z.B. durch Nahrstoffmangel, Hypoxie, Infektionen oder den Mangel
an Wachstumsfaktoren bedingt sein. Autophagie soll das Uberleben der Zelle sichern,
indem es Energie aus dem Selbstverdau zelleigener Verbindungen gewinnt (Dikic und
Elazar 2018). Hierfir werden Proteine und Organellen durch das Autophagosom
aufgenommen. Das Autophagosom verschmilzt mit Lysosomen zum Autolysosom, in

welchem die Proteine und Organellen abgebaut werden (Vishnupriya et al. 2020).

1.7.2 Die Rolle von LC3 bei der Bildung des Autophagosoms

Das im Zytosol vorhandene LC3-l verbindet sich mit Phosphatidylethanolamin zu
LC3-II, welches sich spezifisch an der autophagosomalen Membran sammelt. Dort
bleibt LC3-1l bis zur Verschmelzung des Autophagosoms mit Lysosomen zum
Autolysosom (Vishnupriya et al. 2020). Es werden drei Isoformen von LC3
unterschieden. Nur die Isoform LC3B-Il korreliert mit einem erhdhten Gehalt an
autophagischen Vesikeln und wird deshalb zur Analyse der Autophagie empfohlen
(Barth et al. 2010).

1.8 Der Zellzyklus

1.8.1 Die Phasen des Zellzyklus

Der Zellzyklus eukaryotischer Zellen besteht aus vier Phasen (Abbildung 3A). In der
G1-Phase entscheidet sich, ob die Zelle in eine Ruhephase, die GO-Phase, Ubergeht
oder ein Progress in die nachste Zellzyklus-Phase stattfindet. In dieser nachsten,
sogenannten S-Phase findet die DNA-Synthese statt. Sie ist mit der vollstandigen
Duplikation der zellularen DNA abgeschlossen. Die anschlielende G2-Phase dient als
Kontrollpunkt, bevor die Zelle in die Phase der mitotischen Zellteilung, die M-Phase,
ubergeht. Das Durchlaufen aller Phasen ist notwendig fur weitere Zellteilungen und
damit die Proliferation der Zellen (Leal-Esteban und Fajas 2020). Die wichtigen

Kontrollpunkte fur das Fortschreiten des Zellzyklus sind der G1/S- sowie der G2/M-
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Ubergang. Die Regulierung dieser Ubergénge ist komplex und von der Interaktion
verschiedener Proteine abhangig. Den Proteingruppen der Cycline sowie der Cyclin-
abhangigen Kinasen (CDKs) kommt hierbei eine entscheidende Rolle zu (Gao und Liu
2019; Rubin et al. 2020).

A
Go
B
A ; .

Konzentration

v

G;-Phase S-Phase G,-Phase M-Phase

Abbildung 3: Schematische Darstellung des Zellzyklus mit den relevanten Cyclin-CDK-Komplexen fir
die jeweilige Zellzyklus-Phase. (A) Zellzyklus-Phasen. (B) Schwankungen der Cyclin-Spiegel im Verlauf
des Zellzyklus.

1.8.2 Zellzyklus-regulierende Proteine

Die Interaktion von Cyclinen und CDKs ist essenziell fiir den Ubergang von einer
Zellzyklus-Phase in die nachste. Die Cyclin-Spiegel schwanken aufgrund von
unterschiedlich stark ausgepragter Synthese und Abbau dieser Proteine im Verlauf
des Zellzyklus (Abbildung 3B). Abhangig von den Cyclin-Spiegel-Schwankungen
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kommt es zur zyklischen Aktivierung der CDKs, welche selbst keiner Schwankung in
ihren zellularen Proteinspiegeln unterliegen (Leal-Esteban und Fajas 2020). Fir das
Fortschreiten der G1-Phase ist zunachst der Komplex aus Cyclin D mit CDK4 oder
CDK6 notwendig. Zum Ubertritt in die S-Phase wird der Cyclin E-CDK2-Komplex
bendtigt, der auch zur Aufrechterhaltung der S-Phase beitragt. Ebenfalls an der
Aufrechterhaltung der S-Phase beteiligt und wichtig fiir den Ubertritt in die G2-Phase
ist Cyclin A zusammen mit CDK1 oder 2 (Rubin et al. 2020; Hume et al. 2020). Fur den
Ubertritt der G2-Phase in die M-Phase und damit die mitotische Zellteilung werden
hohe zytosomale Cyclin B-Spiegel bendtigt, welche einen Komplex mit CDK1 bilden
(Krenning et al. 2014; Mlllers et al. 2014).

1.9 Ziele der Arbeit

Das kolorektale Karzinom ist die dritthaufigste Tumorerkrankung weltweit und eine der
fuhrenden Ursachen krebsbedingter Todesfalle (Bray et al. 2024). Da bestehende
Therapien oft unzureichend wirksam sind und Resistenzen wahrend des
Behandlungsverlaufs auftreten, besteht ein dringender Bedarf an neuen

Therapieoptionen.

Diese Doktorarbeit untersucht die Wirkstoffe Dimethylfumarat (DMF) und den Bcl-2-
Inhibitor ABT-199 mit dem Ziel, ihr therapeutisches Potenzial fur das kolorektale
Karzinom sowie deren mdgliche indikationstbergreifende Anwendung zu bewerten.

Im Fokus stehen:

1. Analyse der zellularen Effekte von DMF und ABT-199 sowie ihrer

Kombination hinsichtlich:
o Zellviabilitat
o Zelltodmechanismen
o Autophagie
o Mitochondrienfunktion
o Zellproliferation

o Zellzyklusregulation
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2. Bewertung der Ubertragbarkeit der gewonnenen Erkenntnisse auf das
kolorektale Karzinom. Durch diese Untersuchungen soll geklart werden, ob
DMF und ABT-199 - einzeln oder in Kombination - als neue
Behandlungsoption fur das kolorektale Karzinom und mdglicherweise weitere

Tumorerkrankungen in Frage kommen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Laborbedarf

Beschreibung

Analysenwaage Excellence XA 105 Dual
Range

Aspirationspipette 2 ml

BD LSRFortessa™ Cell Analyser
ChemiDoc™ XRS+ System
COz-Inkubator CB210

Combitips® advanced 2,5 ml, 5 ml, 10 ml

Corning® 96-well Mikroplatte (klar, TC-
behandelt)

Corning® Erlenmeyer-Schuttelkolben
250 ml

Costar® 6-well Clear TC-treated Multiple
Well Plates, Individually Wrapped, Sterile

Costar® Stripetten 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50
ml

Einmal-Ruhrspatel
Elektrophorese Netzgerat E835
Elektrophorese Netzgerat EV261

Elektrophoresekammer Mini-PROTEAN®
Tetra Cell

EMax Plus Mikroplatten Lesegerat
Eppendorf Easypet®
Eppendorf Gefalke 1,5 mi

Eppendorf Research® Plus Pipetten (0,1-
2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 pl, 10-100 pl, 20-
200 pl, 100-1000 pl)

Falcon® 5 mL Round Bottom Polystyrene
Test Tube, with Cell Strainer Snap Cap

Falcon® Gefalle 14 ml, 15 ml, 50 ml

Hersteller

Mettler Toledo, Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Becton, Dickinson and Company, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Binder GmbH, Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland

Corning Incorporated, USA

Corning Incorporated, USA

Corning Incorporated, USA

Corning Incorporated, USA

BRAND GMBH + CO. KG, Deutschland
Consort bvba, Belgien

Consort bvba, Belgien

Bio-Rad Laboratories Inc., USA

Molecular Devices LLC, USA
Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Corning Incorporated, USA

Corning Incorporated, USA
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gestopfte Pipettenspitzen 10 pl, 20 pl,
100 pl, 200 pl, 1250 pl

Grade Whatman 3MM Chr Flie3papier

Integra Pipette VOYAGER Il 12-Kanal
12,5 pl

Integra Pipette VOYAGER Il 8-Kanal 50
pl

Integra Pipettenspitzen GripTip 12,5 pl,
125 pl

Integra Pipettenspitzen GripTip, Filter
12,5 ul, 125 pli

Kreisschuttler KS 260 basic

Laborwaage
Lichtmikroskop Axiovert 40C

Magnetrihrer RH basic 2

MidiTips Premium Kapillarspitzen 200 pl
Mini-Wipptisch WT 16

Multipette® M4

PARAFILM® M

Pipetman (0,1-2,5 ul, 0,5-10 pl, 2-20 pl,
10-100 pl, 20-200 i, 100-1000 pl)

Pipettenspitzen 10 ul, 20 pl, 100 ul, 200
i, 1000 pl

PVDF Transfermembran

Reinstwasseraufbereitungsanlage Milli-Q
Q-POD

Schuttelgerat MTS2/4 digital

Serological Pipette 5 ml, 10 ml, 25 ml, 50
ml

SevenCompact pH-Meter S220
Sicherheitswerkbank HERAsafe® KS 12
Sprout® Minizentrifuge

nerbe plus GmbH & Co. KG,
Deutschland

GE Healthcare, USA

Integra Biosciences GmbH,
Deutschland

Integra Biosciences GmbH,
Deutschland

Integra Biosciences GmbH,
Deutschland

Integra Biosciences GmbH,
Deutschland

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Deutschland

Satorius Laboratory, Deutschland

Carl Zeiss Microscopy GmbH,
Deutschland

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Deutschland

Biozym Scientific GmbH, Deutschland
Biometra GmbH, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Sigma-Aldrich, Inc., USA

Gilson, USA

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Thermo Fisher Scientific, USA
Merck KGaA, Deutschland

IKA®-Werke GmbH & CO. KG,
Deutschland

Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland

Mettler-Toledo GmbH, Schweiz
Thermo Fisher Scientific, USA
Heathrow Scientific® LLC, USA



Steriflip®-GV Filtereinheit

TC20™ Automatischer Zellzahler
TE77XP Semi-Dry Transfer Einheit
Thermomixer compact

Universalzentrifuge Heraeus™
Megafuge™ 16

Vortexer Genie 2
Wasserbad W

Zahlkammern far TC20™
Zellen-Schaber mit 2-Positionen-Klinge
Zellkulturflasche T-75 (75 cm2)
Zellkulturflasche T-75 (75 cm2)
Zellkulturflasche T-75 (75 cm2)
Zellkulturschale TC-Schale 100, Cell+
Zentrifuge 5430 R

Zentrifuge Biofuge Fresco
21.2 Software

BZ-X800 Viewer
Flowdo™ v10.8.0
FlowLogic™
GraphPad Prism 8.0.1
Image Lab 6.1

Microsoft Excel, Power Point, Word
16.53

SoftMax Pro 6.5.1

2.1.3 Chemikalien und Reagenzien

1,4-Dithiothreitol

6-Aminohexansaure

Accutase® solution

Merck KGaA, Deutschland
Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Hoefer, Inc., USA

Eppendorf AG, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Scientific Industries Inc., USA

Memmert GmbH + Co. KG,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Corning Incorporated, USA
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Sarstedt AG & Co. KG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland

Haraeus, Deutschland

Keyence Corporation, Japan

Becton, Dickinson and Company, USA
Inivai Technologies, Australien
GraphPad Software, LLC, USA
Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Microsoft, USA

Molecular Devices LLC, USA

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Inc., USA
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BD Pharmingen™ Annexin V Binding
Buffer, 10X concentrate

BD Pharmingen™ DAPI Solution

BD Pharmingen™ FITC Annexin V
Bovines Serumalbumin (BSA), Fraktion V
Bromphenolblau Natriumsalz

Calbiochem® Ribonuclease A, Bovine
Pancreas (RNAse)

Cell Proliferation Staining Reagent -
Green Fluorescence - Cytopainter

cOmplete™, Mini, EDTA-freier Protease
Inhibitor Cocktail

Dimethyl fumarate 97% (DMF)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Ethanol

Fertiggel Mini-PROTEAN® TGX™ 12 %
(10-well, 50 pl)

Fertiggradientengel Mini-
PROTEAN® TGX™ Stain-Free 4-15 %
(10-well, 50 pl)

Fetales Kalberserum (FCS)

Gibco® Dulbecco's Phosphat gepufferte
Salzlésung (PBS)

Glycerin

Glycin

Invitrogen™ Tetramethylrhodamine,
Ethyl Ester, Perchlorate (TMRE)

Invitrogen™ UltraPure™ 0.5 M EDTA,
pH 8.0

Isopropanol
Luminol Natriumsalz

McCoy's 5A (Modified) Medium,
GlutaMAX™

Methanol zur Analyse EMSURE®

Becton, Dickinson and Company, USA

Becton, Dickinson and Company, USA
Becton, Dickinson and Company, USA
Biomol GmbH, Deutschland
Sigma-Aldrich, Inc., USA
Sigma-Aldrich, Inc., USA

Abcam plc, Grol3britannien

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland

Sigma-Aldrich, Inc., USA
Sigma-Aldrich, Inc., USA

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Bio-Rad Laboratories Inc., USA
Bio&SELL GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Inc., USA
Thermo Fisher Scientific, USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Sigma-Aldrich, Inc., USA
Sigma-Aldrich, Inc., USA
Thermo Fisher Scientific, USA

Merck KGaA, Deutschland
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Milchpulver

Natronlauge 1 M

Necrostatin-1

Nuklease-freies Wasser
Panobinostat (LBH589)
p-Cumarsaure

PhosSTOP™ (Phosphatase-Inhibitor)
Pierce™ Rapid Gold BCA Protein Assay
Kit

Re-Blot Plus Strong Stripping-Losung
(10x)

RIPA-Puffer

ROTI®Stock 20 % SDS

Salzsaure, rauchend 37 %

Thermo Scientific™ PageRuler™ Plus
vorgefarbter Protein-Gréolkenmarker, 10-
250 kDa

Trifluoromethoxy carbonylcyanide
phenylhydrazone (FCCP)

Trizma®-Base

Trypsin-EDTA Losung

TWEEN® 20

Venetoclax (ABT-199)
Wasserstoffperoxid 30 % ROTIPURAN®

Z-VAD-FMK

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Selleck Chemicals, USA

Qiagen, Niederlande

Selleck Chemicals, USA

Sigma-Aldrich, Inc., USA

Roche Diagnostics GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Merck KGaA, Deutschland

Sigma-Aldrich, Inc., USA

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Merck KGaA, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Selleck Chemicals, USA

Sigma-Aldrich, Inc., USA
Sigma-Aldrich, Inc., USA
Sigma-Aldrich, Inc., USA
Selleck Chemicals, USA

Carl Roth GmbH + Co. KG,
Deutschland

Selleck Chemicals, USA

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

von handelsiblichen Herstellern bezogen und sind hier nicht aufgefuhrt.

25



2.1.4 Antikorper

Block-Losung
5 % Milch oder 5 % BSA in PBST

Die Western Blot Membranen wurden fur die Detektion der angegebenen Antigene
(Tabelle 1) Gber Nacht mit den entsprechenden Antikdrpern in einer Block-Losung
inkubiert. Als Block-Losung diente hier 5 % Milch fir CDK1, Cyclin A2 sowie Cyclin E1
oder 5% BSA fur CDK4, CDK6, CyclinB1, CyclinD1 und LC3B. Der

Sekundarantikdrper wurde in der Block-Lésung des Primarantikorpers inkubiert.

Tabelle 3: verwendete Antikorper fur Proteindetektion mittels Western Blot

Antigen ID/Klon Hersteller Verdinnung| Stamm
CDK1 9116/POH1 Cell Signaling Technology, USA 1/1000 Maus
CDK4 12790/D9G3E | Cell Signaling Technology, USA 1/1000 Kaninchen
CDK®6 13331/D4S8S | Cell Signaling Technology, USA 1/1000 Kaninchen
Cyclin A2 4656/BF683 | Cell Signaling Technology, USA 1/2000 Maus
Cyclin B1 4138 Cell Signaling Technology, USA 1/1000 Kaninchen
Cyclin D1 2978/92G2 Cell Signaling Technology, USA 1/1000 Kaninchen
Cyclin E1 4129/HE12 Cell Signaling Technology, USA 1/1000 Maus
LC3B 2775 Cell Signaling Technology, USA 1/1000 Kaninchen
B-Aktin A3854 Sigma-Aldrich, USA 1/10000
Kaninchen A0545 Sigma-Aldrich, USA 1/10000
Maus A9044 Sigma-Aldrich, USA 1/10000

2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.1 Herstellung von Proteinlysaten fur Western Blot-Analysen

RIPA-Puffer
150 mM NaCl, 1,0 % IGEPAL® CA-630, 0,5 % Natriumdesoxycholat, 0,1 % SDS,
50 mM Tris, pH 8,0, versetzt mit Phosphatase- und Proteaseinhibitoren

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden pro Ansatz 1.000.000 HCT-116-Zellen in
5 ml Medium auf eine 10 cm durchmessende Zellkulturschale ausgesat. Fur jede
Behandlungsbedingung wurden zwei Petrischalen mit Zellen vorbereitet, um eine
Ernte der zu lysierenden Zellen nach 24 h und 48 h zu ermdglichen. Die Petrischalen
wurden dann Uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO:2 gelagert, damit die

Zellen am Boden anwachsen konnten.
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Die Behandlung der Zellen erfolgte am Folgetag. Die Zellen wurden entweder mit dem
Vehikel (0,3 % DMSO) als Kontrolle, 10 yM ABT-199, 25 uM DMF, 50 uM DMF, der
Kombination von 10 yM ABT-199 und 25 yM DMF oder der Kombination von 10 uM
ABT-199 und 50 uyM DMF behandelt. Alle Wirkstoffe wurden in DMSO gel6st und mit
Zellmedium auf die gewlnschte Konzentration verdinnt. Nachdem das alte Medium
abgesaugt wurde, wurden pro Petrischale 10 ml der entsprechenden Wirkstoffe
gegeben. Bis zur Zell-Ernte nach 24 h und 48 h wurden die Zellen bei 37 °C und
5 % COz inkubiert.

Das in den Petrischalen enthaltende Medium wurde in ein 15ml FALCON®
Reaktionsgefall uberfuhrt. Die Zellen wurden mit einem sterilen Cell-Scraper vom
Boden der Petrischale abgelést und in die entsprechenden FALCON®
Reaktionsgefale Uberfuhrt. Die Petrischalen wurden mit 1 — 2 ml PBS gespdlt, welche
ebenfalls Uberfihrt wurden. Die Reaktionsgefalte wurden bei 4 °C und 300 xg fur 5 min
zentrifugiert und der Uberstand mit einer Aspirationspipette abgesaugt. Die Zellpellets
wurden jeweils in 1 ml PBS resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorf-Gefalde Uberfuhrt,
welche erneut bei 4 °C und 300 xg fur 5 min zentrifugiert wurden. Nach Absaugen des
Uberstandes wurden die Zellpellets in jeweils 100 ul RIPA-Puffer geldst und fiir
30-60 min auf Eis inkubiert. AnschlieRend wurden die Eppendorf-Gefalde bei 4 °C und
18.000 xg fir 30 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde jeweils in ein neues

Eppendorf-Gefal® Uberfuhrt, welcher nun das fertige Protein-Lysat enthielt.

Die Lysate wurden bei -20 °C gelagert und bei Verwendung fur Protein-Analysen auf
Eis wieder aufgetaut.

2.2.2 Proteinbestimmung

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

Zur Bestimmung der Gesamtproteinmenge in den Lysaten wurde ein BCA-Test
durchgefuhrt. Hierfur wurde zunachst eine Verdunnungsreihe von Bovinem
Serumalbumin (BSA) von 2000 - 200 ng/ml angefertigt, welche als Standard
verwendet wurde. Die zu analysierenden Lysate wurden mit RIPA-Puffer 1/10

verdunnt. Pro BSA- und Lysat-Verdinnung wurden Triplikate mit je 10 pl in eine
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96 Well Platte pipettiert. Im Anschluss wurden 200 pl BCA-Losung in jedes Well
gegeben und fur 5 min bei Raumtemperatur inkubiert. Die Messung wurde am Elisa

Reader bei einer Absorption von 495 nm durchgefuhrt.

2.2.3 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

2x Laemmli-Puffer
120 mM Tris pH 6,8, 20 % Glycerin, 4 % SDS, 0,02 % Bromphenolblau, DTT

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris Base, 250 mM Gilycin, 0,1 % SDS

Anhand des gemessenen Gesamtproteins wurden die Lysate mit RIPA-Puffer so
eingestellt, dass in jeder Probe 20 ug Protein enthalten waren. Anschliefiend wurden
die Proben mit 2x Laemmli-Puffer verdiunnt, fir 10 min bei 95 °C im Heizblock
denaturiert und kurz zentrifugiert. Fur die SDS-PAGE wurden 12 %ige und 4 — 15 %ige
Fertiggele verwendet. Die Auftrennung der Proben erfolgte bei 150 V und 500 mA fur
40 — 55 min in 1x SDS-Laufpuffer.

2.2.4 \Western Blot-Analysen

Detektionsldsung
2,5 mM Luminol, 0,4 mM p-Coumarin-Saure in DMSO, 0,1 M Tris-HCI pH 8,5

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

Blockierlésung
5 % Milch oder 5 % BSA in PBST

Strippingldésung
1x Re-Blot Plus Strong

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

Anodenpuffer B
25 mM Tris, 20 % Methanol, pH 10,4
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Kathodenpuffer C
25 mM Tris, 20 % Methanol, 40 mM 6-Aminohexansaure, pH 9,4

Der Transfer der aufgetrennten Proteine auf die PVDF-Membran erfolgte mittels eines
Semi-Dry-Systems. Die PVDF-Membran wurde in Methanol aktiviert. Die Filterpapiere
wurden in den jeweiligen Anoden- bzw. Kathodenpuffern getrankt. Der Aufbau des
Semi-Dry-Systems war Anode, 1x Filterpapier in Anodenpuffer A, 2x Filterpapier in
Anodenpuffer B, PVDF-Membran, SDS-Gel, 3x Filterpapier in Kathodenpuffer C und
schliel3lich Kathode. Fur den Transfer wurde pro Membran eine Spannung von 80 V
fur 50 min angelegt. Anschliel3end erfolgte fur 1 h unter Schwenken die Inkubation der
Membran in der Blockierlosung. Der Primarantikorper (siehe 2.1.4) wurde Uber Nacht
bei 4 °C unter Schwenken inkubiert. Am Folgetag wurde die Membran fur 4x 5 min in
Waschpuffer gewaschen. Die Inkubation des Sekundarantikérpers fand unter
Schwenken fir 1 h bei Raumtemperatur statt. Nach vier weiteren Waschschritten
erfolgte die Detektion mit der Detektionslosung, welcher 0,03 % H202 hinzugefugt
wurde. Fur die Belichtung der Membran wurde das ChemiDoc™ XRS+ System
verwendet. Sollte auf die Membran anschlieRend ein neuer Antikdrper gegeben
werden, wurde diese fur 20 min in der Strippingldsung inkubiert und im Anschluss fur
1 h blockiert. Danach erfolgte die Inkubation mit dem neuen Primarantikorper erneut
uber Nacht bei 4 °C. Als Ladekontrolle diente B-Actin. Die densitometrische Analyse

erfolgte mit ImagelLab.

2.3 Zellbiologische Methoden

2.3.1 In vitro Kultivierung der HCT-116-Zellinie

HCT-116 Zellkultur Medium
McCoy’s 5A (Modified) GlutaMAX™ Medium, 10 % FCS

Das Auftauen der Zellen erfolgte bei 37 °C im Wasserbad. Anschlielfend wurden die
Zellen nach Zugabe von frischem Medium bei 400 xg fir 5 min zentrifugiert. Die in

Medium resuspendierten Zellen wurden in eine Zellkulturflasche Gberflhrt.

Die in vitro Kultivierung der HCT-116-Zelllinie fand in T75-Zellkulturflaschen statt. Die

Zellen befanden sich dort in 10 ml Medium und wurden alle 3 - 4 Tage im Verhaltnis
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1/4 - 1/5 in neue Zellkulturflaschen tberfihrt. Dazwischen wurden die Zellen bei 37 °C

und 5 % CO2 im Brutschrank inkubiert.

Die Zellkulturflaschen wurden vor dem Passagieren unter dem Lichtmikroskop auf
Konfluenz der Zellen und eventuelle Kontaminationen Uberpruft. Nur bei einer
Konfluenz von ca. 80 — 90 % und der Abwesenheit von Kontaminationen wurden die

Zellen fur die weitere Kultivierung in Betracht gezogen.

Das Passagieren der Zellen fand unter sterilen Bedingungen an der Steril-Bank statt.
Das alte Nahrmedium wurde abgesaugt, die Zellen fur einige Sekunden mit PBS
gewaschen und mit 1x Trypsin-EDTA (0,5g/100ml) abgel6st. Nach 2 — 3 Minuten
Inkubation bei 37 °C und 5 % CO2 wurden die Zellen in frischem Medium suspendiert.
Die Bestimmung der Zellzahl fir Experimente wurde mittels TC20™ Automated Cell

Counter durchgefuhrt.

Zum Einfrieren wurden Zellen mit Trypsin abgel6st und in Medium resuspendiert. Nach
Zentrifugation fur 5 min bei 400 xg wurden die Zellen in Einfrierlésung resuspendiert.

Je 1 x 10° Zellen/ml wurden als Aliquots in KryogefaRen im Stickstofftank eingefroren.

2.3.2 Luminometrische Bestimmung der Zellviabilitat

Es wurden pro Bedingung Triplikate mit je 10.000 Zellen pro Well auf 96 Well Platten
mit undurchsichtigen Wanden ausgesat und tUber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Zellen
wurden mit 0,15 % DMSO als Kontrolle, 25 yM oder 50 uM DMF, 10 uM ABT-199 oder
der Kombination von 25 yM oder 50 uM DMF mit 10 yM ABT-199 behandelt. Die
Inkubationszeit der Wirkstoffe im Brutschrank betrug 24 h bzw. 48 h. Unter
Verwendung des CellTiter-Glo® Luminescent Cell Viability Assays (Promega
#G7571/2/3) wurde die ATP-Menge in den Zellen unter den verschiedenen
Behandlungsbedingungen luminometrisch bestimmt. Die Experimente erfolgten in
Zusammenarbeit mit Anne Schroeder (TRON, Mainz).

2.3.3 Durchflusszytometrische Untersuchung des Zelltods

Fir die Experimente ohne den Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK wurden pro Bedingung
Triplikate mit je 100.000 Zellen pro Well auf 6 Well Platten ausgesat und uber Nacht
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bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit 0,15 % DMSO als Kontrolle, 50 yM DMF,
10 uM ABT-199 oder der Kombination aus 50 yuM DMF und 10 uM ABT-199 behandelt.
Die Inkubationszeit der Wirkstoffe im Brutschrank betrug 24 h bzw. 48 h. Fur die
Experimente mit dem Caspase-Inhibitor Z-VAD-FMK wurden pro Bedingung je
100.000 Zellen pro Well auf 6 Well Platten ausgesat und Uber Nacht bei 37 °C
inkubiert. Die Zellen wurden mit 0,3 % DMSO als Kontrolle, 50 yM DMF, 10 uM ABT-
199 oder der Kombination aus 50 yM DMF und 10 yuM ABT-199 behandelt und fur 24 h
bzw. 48 h inkubiert. Zur Hemmung der Caspase-Aktivitat wurden die Zellen 30 min vor
der Zugabe der Wirkstoffe mit 50 uM Z-VAD-FMK behandelt. Fir die
durchflusszytometrischen Messungen wurde zunachst der Zelliberstand in ein 15 ml
FALCON® Reaktionsgefal® uberfuhrt. Die Zellen wurden anschlieBend nach
einmaligem Waschen mit PBS durch Accutase abgelost, in das entsprechende 15 ml
FALCON® Reaktionsgefald Uberflhrt und auf Eis gelagert. Im Anschluss wurden alle
Proben fiir 5 min bei 4 °C und 300 xg zentrifugiert. Die Uberstédnde wurden abgesaugt,
die Zellpellets in Annexin V Binding Buffer resuspendiert und in 1,5 ml Eppendorf
GefalRe Uberfuhrt. Die Zellen wurden mit Annexin V FITC (1:100) und DAPI (1:100)
angefarbt, 10 min lichtgeschutzt auf Eis inkubiert und anschlieRend in FACS-Rdhrchen
uberfuhrt. Fur jede Probe wurden 10.000 Einzelevents bzw. Zellen im Pacific Blue- und
im FITC-Kanal gemessen. Fur die Auswertung der Messdaten wurde FlowLogic™
verwendet. Zur Berechnung des spezifischen Zelltods wurde folgende Gleichung
verwendet: spezifischer Zelltod % = (% experimenteller Zelltod - % spontaner
Zelltod)/(100 % - % spontaner Zelltod) x 100.

2.3.4 Durchflusszytometrische Untersuchung des Mitochondrialen

Membranpotentials

Es wurden pro Bedingung je 100.000 Zellen pro Well auf 6 Well Platten ausgesat und
uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden mit 0,15 % DMSO als Kontrolle,
25 yM oder 50 uM DMF, 10 yuM ABT-199 oder der Kombination von 25 uM oder 50 uM
DMF mit 10 uM ABT-199 behandelt. Die Inkubationszeit der Wirkstoffe im Brutschrank
betrug 24 h bzw. 48 h. Nach der Inkubation wurden unbehandelte Zellen sowie die
Halfte der Zellen, welche mit 25 yM oder 50 yM DMF behandelt worden waren, mit
30 uM des mitochondrialen Entkopplers FCCP versetzt und fur 3 h im Brutschrank
inkubiert. Die durchflusszytometrischen Messungen wurden am FACS-Gerat

31



durchgefuhrt. Hierfur wurden die Zellen zunachst nach einmaligem Waschen mit PBS
mit 5 nM TMRE im Medium angefarbt und flr 30 min im Brutschrank inkubiert. Nach
erneutem zweimaligen Waschen mit PBS wurden die Zellen durch Accutase abgelost,
in ein 15 ml FALCON® Reaktionsgefall Gberfiihrt und auf Eis gelagert. Im Anschluss
wurden alle Proben fiir 5 min bei 4 °C und 300 xg zentrifugiert. Die Ubersténde wurden
abgesaugt, die Zellpellets in PBS resuspendiert und in FACS-Roéhrchen Uberfuhrt. Fur
jede Probe wurde die Intensitat des Farbstoffes in 10.000 Einzelevents bzw. Zellen im
PE-Kanal gemessen. Fur die Auswertung der Messdaten wurde FlowLogic™

verwendet.

2.3.5 Messung des mitochondrialen Sauerstoffverbrauchs

Es wurden pro Bedingung Triplikate mit je 10.000 Zellen pro Well Seahorse XF-
Zellkultur-Mikroplatten ausgesat und uber Nacht bei 37 °C inkubiert. Die Zellen wurden
am Folgetag mit 0,15 % DMSO als Kontrolle, 25 yM oder 50 yM DMF behandelt. Die
Inkubationszeit der Wirkstoffe im Brutschrank betrug 24 h. Die Sensorkartusche wurde
entsprechend den Herstellerangaben in Seahorse XF-Kalibriermittel bei 37 °C in einem
COg2-freien Inkubator Uber Nacht hydratisiert. FUr das Testmedium wurden 100 ml
XF Base Medium, welches zuvor auf 37 °C erwarmt wurde, je 1 ml Glucose (1 M),
Natriumpyruvat (100 mM) und Glutamin (200 mM) zugefigt und steril filtriert. Um die
Seahorse XF Zellkultur-Mikroplatte fur die Messung vorzubereiten, wurden die Zellen
zweimal mit Testmedium gewaschen. Danach wurde die Platte fur 45 — 60 min in einen
37 °C-Inkubator ohne CO:2 gestellt. Wahrend des Messvorgangs erfolgte die Zugabe
des ATP-Synthase-Hemmers Oligomycin (1 yM) zum Zeitpunkt von 30 min, gefolgt
von der Gabe vom 1,5uM FCCP, einem Entkoppler der mitochondrialen
Atmungskette, nach 60 min. Als letztes wurden nach 90 min eine 0,5 pM Mischung
des Komplex-I-Inhibitors Rotenon und des Komplex-lll-Inhibitors Antimyin A
hinzugeflgt. Die Experimente erfolgten in Zusammenarbeit mit Anne Schroeder
(TRON, Mainz).

2.3.6 Durchflusszytometrische Untersuchung der Zellproliferation

Zellproliferationsfarbstoff

Cell Proliferation Staining Reagent — Green Fluorescence — Cytopainter
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Es wurden pro Bedingung Triplikate mit je 200.000 Zellen pro Well auf 6 Well Platten
ausgesat. Zuvor wurde die Zellsuspension mit 0,5 uM Zellproliferationsfarbstoff
angefarbt. Die Zellen inkubierten bei 37 °C uber Nacht, bis sie am Boden der Wells
angeheftet waren. Nach dreimaligem Waschen mit PBS wurden die Zellen in
Triplikaten mit 0,3 % DMSO als Kontrolle, 50 yM DMF, 10 uM ABT-199 oder der
Kombination der beiden Wirkstoffe in den genannten Konzentrationen behandelt. Die
durchflusszytometrischen Messungen am FACS-Gerat wurden nach 24 h, 48 h und
72 h Inkubation im Brutschrank durchgefuhrt. Hierfur wurden die Zellen zunachst nach
einmaligem Waschen mit PBS durch Accutase abgeldst, in ein 15 ml FALCON®
Reaktionsgefal® uberfuhrt und auf Eis gelagert. Im Anschluss wurden alle Proben fur
5 min bei 4 °C und 300 xg zentrifugiert. Die Uberstande wurden abgesaugt, die
Zellpellets in PBS resuspendiert und in FACS-Rohrchen uberfuhrt. Fur jede Probe
wurde die Intensitat des Farbstoffes in 10.000 Einzelevents bzw. Zellen im FITC-Kanal

gemessen. Fur die Auswertung der Messdaten wurde FlowLogic™ verwendet.

2.3.7 Durchflusszytometrische Untersuchung des Zellzyklus

Es wurden pro Bedingung Triplikate mit je 1.000.000 Zellen auf 10 cm durchmessende
Zellkulturschalen ausgesat und uber Nacht im Brutschrank bei 37 °C und 5 % COz2
inkubiert. Am Folgetag wurden die Zellen in Triplikaten mit 0,15 % DMSO als Kontrolle,
50 yM DMF, 10 uM ABT-199 oder der Kombination der beiden Wirkstoffe in den
genannten Konzentrationen behandelt. Die Vorbereitungen fur die Messungen am
FACS-Gerat wurden nach 24 h und 48 h Inkubation im Brutschrank durchgeflhrt.
Hierfur wurden die Zellen zunachst nach einmaligem Waschen mit PBS durch
Accutase abgelost, in ein 15 ml FALCON® Reaktionsgefalt berfiihrt und auf Eis
gelagert. Im Anschluss wurden alle Proben fur 5 min bei 4 °C und 300 xg zentrifugiert.
Die Uberstande wurden abgesaugt, die Zellpellets in 300 pl PBS resuspendiert und in
Eppendorf-GefaRe Uberflhrt. Unter langsamem Vortexen wurden 700 ul Ethanol
(100 %) zugetropft. Die Zellen wurden Uber Nacht bzw. bis zur Messung bei -20 °C
gelagert. Vor der Messung wurden die Zellen fur 5 min bei 6000 rom an der
Tischzentrifuge pelletiert, in PBS gewaschen und erneut pelletiert. Anschliel3end
wurden sie in 400 ul PBS geldst, mit 50 ul RNAse (1 mg/ml) versetzt und fir 20 min im
Heizblock bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von DAPI in einer Endkonzentration von

0,5 pg/ml und Inkubation fur 10 min auf Eis wurde jede Probe in ein FACS-Rohrchen
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uberfuhrt. Fur jede Probe wurde die Intensitat des Farbstoffes in 50.000 Einzelevents
bzw. Zellen im Pacific Blue-Kanal gemessen. Fur die Auswertung der Messdaten

wurde FlowJo™ verwendet.

2.4 Statistische Analysen

Zur statistischen Auswertung wurde Microsoft Excel 2018 und GraphPad Prim 8.0.1
verwendet. Die Messwerte wurden als Mittelwert + Standardabweichung dargestellt.
Die statistischen Auswertungen wurden mittels (Welchs) student t-tests oder mittels
Anova-Tests durchgeflihrt. Bei einem P-Wert von < 0,05 wurden die Unterschiede als
statistisch  signifikant  betrachtet. *P<0,05, **P<0,005 *** P <0,0005,
**** P <0,0001. Sofern keine weiteren Angaben gemacht wurden, beziehen sich die
angegebenen P-Werte auf die mit DMSO behandelten Zellen, welche als Kontrolle

dienten.
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3 Ergebnisse

3.1 Induktion von Zelltod und Autophagie durch ATP-Depletion

Zunachst haben wir untersucht, ob die ausgewahlten Substanzen in der Lage sind,
Zelltod in HCT-116-Zellen zu induzieren. Die Messung des spezifischen Zelltodes
erfolgte mittels Durchflusszytometrie nach Farbung mit Annexin V und DAPI. Die
Einzelbehandlung der Zellen mit ABT-199 zeigte keine signifikante Zelltodinduktion.
Der spezifische Zelltod betrug 0,4 % nach 24 h und 6,5 % nach 48 h (Abbildung 4A).
Unter der alleinigen DMF-Gabe konnten wir mit einem spezifischen Zelltod von 10,0 %
nach 24 h und 28,0 % nach 48 h eine signifikante Zelltodinduktion beobachten. Die
Kombination der beiden Wirkstoffe konnte die hochste Rate des spezifischen Zelltodes
induzieren. Der spezifische Zelltod war nach 24 h bei 16,7 % und nach 48 h bei 39,0 %
durch die Kombination beider Wirkstoffe (Abbildung 4A).

Die Behandlung der Zellen mit dem irreversiblen Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD flhrte
bei keiner der beiden Monotherapien zu einem signifikanten Unterschied in der
Zelltodinduktion (Abbildung 4B). Bei der Kombinationstherapie zeigte sich hingegen
ein signifikanter Rlckgang der Zelltodinduktion durch die zusatzliche Behandlung der
Zellen mit Z-VAD. Da Caspasen ein essenzieller Bestandteil des apoptotischen
Zelltodweges sind, ist dies ein Hinweis darauf, dass Apoptose bei der Zelltodinduktion
durch die Kombination aus ABT-199 und DMF eine Rolle spielt.

Um zu untersuchen, ob auch andere Zelltodarten durch die von uns verwendeten
Therapien induziert werden, war der nachste Schritt die Untersuchung der Autophagie.
LC3B-Il ist zur Bildung des Autophagosoms notwendig und stellt den Goldstandard
zum Nachweis von Autophagie dar. Die zellularen LC3B-II-Spiegel wurden durch
Western Blot-Analysen bestimmt (Abbildung 4C). Ein signifikanter Anstieg der LC3B-
[I-Spiegel war unter der Therapiekombination aus 10 yM ABT-199 und 25 yM DMF
sowohl nach 24 h als auch nach 48 h Behandlungsdauer zu beobachten. Auch bei der
Kombination von ABT-199 mit 50 uM DMF zeigten sich die LC3B-II-Spiegel nach 24 h
und 48 h erhoht. Nach 48 h fielen die relativen LC3B-II-Spiegel fur beide
Kombinationstherapien hoher aus als nach 24 h. DMF fuhrte als Monotherapie in einer
Konzentration von 50 yM zu erhohten LC3B-II-Spiegeln nach 24 h. Nach 48 h

Behandlungsdauer war dieser Effekt nicht mehr zu beobachten.
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Abbildung 4: (A-B) Induktion des Zelltods in HCT-116-Zellen durch ABT-199, DMF und die Kombination
der beiden Wirkstoffe. Durchflusszytometrische Untersuchung des spezifischen Zelltods mittels
Annexin V/DAPI-Farbung (A) ohne und (B) mit Caspase-Inhibition durch Z-VAD (50 uM). Die Zellen
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Abbildung 4 (Fortsetzung) wurden mit DMSO als Kontrolle, 10 yM ABT-199, 25 oder 50 uM DMF oder
der Kombination von 10 yM ABT-199 mit 25 oder 50 yM DMF fir 24 h und 48 h behandelt (n = 3).
(C) Induktion der Autophagie in HCT-116-Zellen unter kombinierter ABT-199- und DMF-Therapie.
Western-Blot-Analyse der LC3B-Expression in HCT-116-Zellen, die mit DMSO (Kontrolle),
10 uM ABT-199, 25 oder 50 uM DMF oder der Kombination von 10 yuM ABT-199 mit 25 oder 50 uM
DMF behandelt wurden. Densitometrische Quantifizierung (n = 3) und reprasentative Western-Blot-
Analyse nach 24 h und 48 h. (D) Abnahme von ATP unter DMF, ABT-199 und der Kombination von
beiden. Luminometrische Messung der ATP-Menge in HCT-116-Zellen. Relative Abnahme der ATP-
Menge im Vergleich zur Kontrolle (DMSO) in % (n = 2) nach Behandlung mit 10 uM ABT-199, 25 oder
50 yM DMF oder der Kombination von 10 uM ABT-199 mit 25 oder 50 uM DMF fir 24 h und 48 h.
*P < 0,05; **P < 0,005.

Unter der ABT-199-Monotherapie bestand nach 24 h ein geringer Unterschied zur
Kontrolle. Nach 48 h waren die zellularen LC3B-Spiegel erhoht. Sowohl die
Monotherapie mit 10 uM ABT-199 als auch die mit 50 yM DMF wiesen auf Autophagie
hin. Die Kombinationstherapie konnte Autophagie signifikant induzieren.

Autophagie ist eine mogliche Reaktion auf ein mangeindes Energieangebot in der
Zelle. Deshalb haben wir einen luminometrischen Zellviabilitatstest durchgefihrt, um
die zellulare ATP-Menge zu bestimmen (Abbildung 4D). Unter allen Behandlungs-
bedingungen zeigte sich eine dosis- und zeitabhangige Abnahme der zellularen ATP-
Menge im Vergleich zur Kontrolle. Die Monotherapien mit 10 uM ABT-199 oder 25 yM
DMF reduzierten die ATP-Spiegel nach 24 h jeweils um ca. 10 %. Bei der Kombination
beider Wirkstoffe in den jeweiligen Konzentrationen zeigte sich eine Abnahme der
ATP-Spiegel um ca. 25 % nach demselben Behandlungszeitraum. Der grofite Effekt
konnte unter der Kombination aus 10 yM ABT-199 und 50 yM DMF beobachtet
werden. Die zellularen ATP-Spiegel waren hierbei nach 24 h um ca. 56 % und nach
48 h um ca. 87 % erniedrigt. Die reduzierten zellularen ATP-Spiegel sprechen fur eine
verminderte Viabilitat der HCT-116-Zellen unter Behandlung mit DMF, ABT-199 und
der Kombination beider Wirkstoffe. Im Folgenden wurden mdgliche Ursachen sowie

die Konsequenzen des ATP-Verlustes untersucht.

3.2 Hyperpolarisation des mitochondrialen Membranpotentials durch
DMF

Aufbauend auf diesen Ergebnissen untersuchten wir, welche durch die Wirkstoffe
induzierten zellularen Prozesse fur die in HCT-116-Zellen beobachteten, erniedrigten

ATP-Spiegel verantwortlich sind. Der wichtigste ATP-Lieferant in der Zelle ist die
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mitochondriale Atmungskette. Die mitochondriale Atmungskette beférdert Protonen
uber verschiedene Proteinkomplexe in den Intermembranraum des Mitochondriums
und baut somit das mitochondriale Membranpotential (AWm) auf. Durch
Veranderungen am AWm, lassen sich Ruckschlisse auf die Funktionsfahigkeit der
Atmungskette ziehen. Das AWm wurde durchflusszytometrisch gemessen, nachdem
die fur 24 h bzw. 48 h behandelten Zellen mit Tetramethylrhodamine-Ethylester
(TMRE) angefarbt wurden. Die mittlere Farbstoffintensitat der behandelten Zellen
wurde im Vergleich zur Kontrolle betrachtet.

Wie in Abbildung 5A dargestellt, resultierte die Behandlung der Zellen mit DMF, sowohl
als Monotherapie als auch in Kombination mit ABT-199, in einer signifikanten
Hyperpolarisation des AWm. Hierbei lie® sich eine Abhangigkeit des Effekts von der
verwendeten Wirkstoffdosis und der Inkubationsdauer beobachten. 50 uM DMF
fuhrten zu einer starkeren Hyperpolarisation als 25 puM. Zudem war die
Hyperpolarisation nach 48 h ausgepragter als nach 24 h. Die Monotherapie mit
ABT-199 hatte keinen Einfluss auf das AWm.

Unsere Hypothese ist, dass DMF die ATP-Synthase modifiziert und dadurch inhibiert.
Der Protonenfluss kann nicht mehr entsprechend dem durch die Atmungskette
aufgebauten Protonengradienten stattfinden. Als Folge kommt es zu Akkumulation von
Protonen im Intermembranraum der Mitochondrien und damit zur Hyperpolarisation
des AWm. Eine weitere Folge ist die verminderte mitochondriale ATP-Produktion Gber

die ATP-Synthase, was die erniedrigten zellularen ATP-Spiegel erklart.

In Abbildung 5B wurde FCCP als Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette
eingesetzt. Dieser fuhrt zu einer Porenbildung in der inneren mitochondrialen
Membran und somit zu einem Protonenfluss an der ATP-Synthase vorbei. Der Fluss
findet entsprechend des Protonengradienten zwischen Intermembranraum und
mitochondrialer Matrix statt. Die DMF-behandelten Zellen wurden hierfir nach einer
Inkubationszeit von 24 h bzw. 48 h mit 30 uM FCCP versetzt. Zur Kontrolle der
Funktion des mitochondrialen Entkopplers erfolgte auf3erdem eine Monotherapie von
zuvor unbehandelten Zellen mit FCCP.

FCCP fuhrte bei unbehandelten Zellen zu einer signifikanten Hypopolarisation des
A¥Ym. Bei zuvor mit DMF-behandelten Zellen konnte FCCP die DMF-induzierte

Hyperpolarisation des AWYm wieder reduzieren. Die Hypopolarisation des AWm unter
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Abbildung 5: (A) DMF-induzierte Hyperpolarisation des mitochondrialen Membranpotentials (A¥m).
Durchflusszytometrische Analyse von AWm in HCT-116-Zellen, relative Anderungen in % (n = 3) nach
Behandlung mit 0,15 % DMSO als Kontrolle, 10 yM ABT-199, 25 oder 50 yM DMF oder der Kombination
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Abbildung 5 (Fortsetzung) von 10 uM ABT-199 mit 25 oder 50 yM DMF (wie angegeben) fir 24 h und
48 h. Quantifizierung der durchflusszytometrischen Daten (oben) und FACS-Histogramme (unten).
(B) Reduktion der DMF-induzierten Hyperpolarisation von AWm durch den mitochondrialen Entkoppler
FCCP. Dargestellt sind relative AWm in % (n = 3) nach Behandlung mit 0,15 % DMSO (Kontrolle),
25 oder 50 uM DMF jeweils in Gegenwart oder Abwesenheit des mitochondrialen Entkopplers FCCP
(30 pM) fir 24 h und 48 h. *P < 0,05; **P < 0,005.

FCCP zeigt, dass FCCP als Entkoppler der Atmungskette funktioniert. Der
Protonengradient zwischen Intermembranraum und mitochondrialer Matrix kann nun
effektiver abgebaut werden als dies nur Uber die ATP-Synthase mdglich ware. Als
Folge sinkt das AWm. Die Reduktion der DMF-induzierten Hyperpolarisation durch
FCCP stiutzt die Hypothese, dass DMF die ATP-Synthase hemmt. Der Protonenfluss
kann unter Einsatz des mitochondrialen Entkopplers FCCP unabhangig von der ATP-

Synthase erfolgen, wodurch das AWYm im Vergleich zur DMF-Monotherapie sinkt.

3.3 Hemmung der mitochondrialen Respiration durch DMF

Die Beeintrachtigung der mitochondrialen Atmungskette durch DMF zeigt sich auch im
reduzierten mitochondrialen O2-Verbrauch. Die basale Respiration war unter DMF-
Behandlung im Vergleich zur Kontrolle deutlich reduziert. Hierbei zeigte sich eine
dosisabhangige Wirkung von DMF. Um die verschiedenen Sequenzen der
Atmungskette zu charakterisieren, wurden verschiedene Wirkstoffe hinzugeflgt,

welche einen definierten Einfluss auf die Atmungskette haben (Abbildung 6A, B).
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Abbildung 6: Reduzierter zelluldrer Oz-Verbrauch unter DMF durch Hemmung der mitochondrialen
Respiration. Messung des Oz-Verbrauchs in HCT-116-Zellen im Seahorse-Experiment nach
Behandlung mit 0,15 % DMSO (Kontrolle), 25 yM oder 50 yM DMF fur 24 h. (A) Mitochondriale
Respiration entsprechend dem Kurvenverlauf der Oz-Verbrauchsrate (OCR). Ergebnis einer Messung
mit Triplikaten (n = 1). (B) Schematische Darstellung der mitochondrialen Respiration. Die Basalatmung
wurde nach Subtraktion der nicht-mitochondrialen Atmung ermittelt. Die ATP-Produktion und das
Protonenleck wurden durch Zugabe von Oligomycin erfasst. Die maximale Atmung wurde durch Zugabe
von FCCP berechnet. Die freie Kapazitat wurde durch Subtraktion der Basalatmung von der maximalen
Atmung gemessen.
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Oligomycin hemmt die ATP-Synthase. Durch diese Hemmung wird die gesamte
mitochondriale Atmungskette in ihrer Aktivitat beeintrachtigt, was in einer verminderten
mitochondrialen Respiration resultiert. Nach Zugabe von 1 yM Oligomycin zum
Zeitpunkt von 30 min konnte eine Abnahme des O2-Verbrauchs unter allen
Bedingungen beobachtet werden. Die Differenz zwischen basaler Respiration und
Respiration nach Oligomycin-Gabe fiel dabei fur die DMSO-behandelten Zellen am

grofdten aus.

FCCP ist ein Entkoppler der mitochondrialen Atmungskette. Der Protonenfluss
zwischen Intermembranraum und mitochondrialer Matrix kann unter FCCP-Einfluss
unabhangig von der ATP-Synthase stattfinden. Hierdurch kommt es zu einer maximal
gesteigerten Aktivitat der Atmungskette mit maximalem O2-Verbrauch. Unter 1,5 yM
FCCP, welches nach 60 min hinzugefugt wurde, stieg der O2-Verbrauch unter 25 yM
DMF sowie der Kontrolle deutlich. Die mit 50 uM DMF behandelten Zellen zeigten nur

einen minimalen Anstieg der mitochondrialen Respiration.

AbschlieRend wurde nach 90 min eine 0,5 uM Mischung des Komplex-I-Inhibitors
Rotenon und des Komplex-lll-Inhibitors Antimyin A hinzugefigt. Durch diese
Kombination wird die mitochondriale Respiration vollstandig gehemmt. Der noch
verbleibende O2-Verbrauch lasst sich auf Prozesse aulerhalb der Mitochondrien
zuruckfuhren. Die Verwendung dieser beiden Wirkstoffe flhrte unter allen
Behandlungsbedingungen zu einer kompletten Abnahme des mitochondrialen
O2-Verbrauchs, so dass der nicht-mitochondriale O2-Verbrauch gemessen werden
konnte.

Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass DMF uber eine Inhibition der mitochondrialen
Atmungskette den O2-Verbrauch der HCT-116-Zellen reduziert.

3.4 Inhibition der Zellproliferation durch Zellzyklus-Arrest

DMF modifiziert die ATP-Synthase in ihrer Funktionalitat. Im nachsten Schritt stellte
sich die Frage, welche Auswirkungen die geringeren ATP-Spiegel auf die Zellen
haben. Als wichtiger Energielieferant ist ATP essenziell fur die Zellproliferation. Diese
wurde durchflusszytometrisch bestimmt. Hierflr wurden die Zellen vor der Behandlung

mit den verschiedenen Wirkstoffen mit einem Cell Proliferation Staining Reagent
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Abbildung 7: (A) Reduzierte Zellproliferation durch ABT-199, DMF und deren Kombination. Durchfluss-
zytometrische Untersuchung der Zellproliferation in HCT-116-Zellen nach Behandlung mit 0,3 % DMSO
(Kontrolle), 10 uM ABT-199, 50 yM DMF oder der Kombination beider Wirkstoffe fur bis zu 72 h. Relative
Zellproliferation in % bezogen auf den Messwert nach 24 h (n = 3, links) und reprasentative Messungen
(rechts). (B-C) Zellzyklus-Arrest durch ABT-199, DMF und deren Kombination. Durchflusszytometrische
Untersuchung der Zellzyklusverteilung in HCT-116-Zellen, nach Behandlung mit 0,15 % DMSO
(Kontrolle), 10 yM ABT-199, 50 uM DMF oder der Kombination beider Wirkstoffe. Quantifizierung der
Zellen in jeder Zellzyklusphase (n = 3, oben) und reprasentative Messungen (unten) nach (B) 24 h und
(C)48 h. *P < 0,05; **P < 0,005; ***P < 0,0005; ****P < 0,0001.

42



angefarbt, welches sich im Zytosol anreichert und mit jeder Zellteilung in etwa
gleichmalig auf die beiden Tochterzellen verteilt. Mit zunehmender Proliferation nimmt
die Farbstoffintensitat also immer weiter ab. Die Farbstoffintensitat wurde nach 24 h,
48 h und 72 h bestimmt. Der nach 24 h gemessene Wert, wurde als Ausgangswert fur

die nachfolgende Proliferation verwendet.

Sowohl die beiden Monotherapien als auch die Kombination der beiden Wirkstoffe
hatten eine verminderte Zellproliferation zur Folge (Abbildung 7A). Durch die
Monotherapie mit ABT-199 war die Zellproliferation im Vergleich zur Kontrolle nach
48 h um 11,8 % und nach 72 h signifikant um 14,4 % vermindert. Unter der alleinigen
DMF-Gabe zeigte sich bereits nach 48 h mit 23,3 % Proliferationsinhibition ein
signifikanter Effekt. Nach 72 h Behandlungsdauer betrug die Proliferationsinhibition
noch 8,5 %. Die Kombination beider Wirkstoffe konnte die Zellproliferation am
starksten vermindern. Diese war nach 48 h signifikant um 28,2 % und nach 72 h

signifikant um 20,0 % erniedrigt.

Folglich resultieren die durch die Medikamente hervorgerufenen erniedrigten
ATP-Spiegel in einer verminderten Zellproliferation. Die Kombinationstherapie hat
hierbei einen groferen Effekt als die Monotherapien. Interessant ist, dass die nach
48 h durch DMF hervorgerufene ausgepragte Proliferationsinhibition nach 72 h kaum
noch zu beobachten ist. Wir fuhren dies auf die kurze Halbwertszeit von DMF zurtick
(Schroeder et al. 2017).

Neben den erniedrigten, zellularen ATP-Spiegeln wollten wir weitere Ursachen
identifizieren, die fur die verminderte Proliferation der HCT-116 Zellen unter den
gewahlten Behandlungen verantwortlich sind. Werden Zellen beim Fortschreiten des
Zellzyklus gehindert, arretieren sie in einer der Zellzyklus-Phasen und kdnnen somit

nicht weiter proliferieren.

Zur Untersuchung des Zellzyklus wurde die DNA der behandelten Zellen nach 24 h
und 48 h mit 4',6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) gefarbt. Da die Zellen abhangig von
der Zellzyklus-Phase, in welcher sie sich befinden, unterschiedliche Mengen an DNA
aufweisen, konnte so durchflusszytometrisch bestimmt werden, wie viele Zellen sich

in welcher Phase des Zellzyklus befinden.

Abbildung 7B zeigt einen signifikanten, kombinierten G1- und G2-Phasen-Arrest sowie

eine signifikant erniedrigte S-Phase bei den mit DMF oder der Kombinationstherapie
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behandelten Zellen nach 24 h. Vor allem bei der Kombinationstherapie Uberwiegte der
G2-Phasen-Arrest. Die durch die Kombinationstherapie hervorgerufenen
Veranderungen am Zellzyklus waren starker ausgepragt als die durch die DMF-
Monotherapie. Nach der Einzelbehandlung mit ABT-199 fur 24 h liel3en sich keine

Veranderungen am Zellzyklus beobachten.

Nach 48 h Behandlungsdauer normalisierte sich der Zellzyklus unter DMF-
Monotherapie (Abbildung 7C). Es bestand noch ein signifikanter G2-Phasen-Arrest.
Die S-Phase war gegenuber der Kontrolle unverandert und die G1-Phase signifikant
erniedrigt. Im Falle der Kombinationstherapie konnte auch nach 48 h noch ein
signifikanter G2-Phasen-Arrest sowie eine signifikant erniedrigte S-Phase beobachtet
werden. Die ABT-199-Monotherapie resultierte in einem signifikanten G1-Phase-

Arrest und signifikant erniedrigter S-Phase.

Im Zuge der verschiedenen Behandlungen kommt es also zum Zellzyklus-Arrest,
welcher in einer verminderten Zellproliferation resultiert. Ubereinstimmend mit den
Ergebnissen der Zellproliferationsbestimmung war auch beim Zellzyklus der Effekt
durch die Kombinationstherapie am starksten ausgepragt. Ebenso lield sich auch hier
bei den Einzelbehandlungen ein erst spater einsetzender Effekt von ABT-199 und eine
kurze Wirkungsdauer von DMF beobachten.

3.5 Veranderungen an den zellularen Cyclin- und CDK-Spiegeln

Um besser zu verstehen, wie DMF und ABT-199 in den Zellzyklus eingreifen, wurden
Western Blot Analysen der Zellzyklus-regulierenden Cykline und Cyklin-abhangigen
Kinasen (CDKs) durchgefuhrt (Abbildung 8A, B).

Nach 24 h lie3 sich eine Abnahme der Proteinmenge von Cyclin A2 in allen
Bedingungen beobachten. Diese war flr die Kombination von 10 uM ABT-199 mit
entweder 25 oder 50 yM DMF signifikant. Auch die Proteinlevel von Cyclin B1 waren
unter der Kombinationstherapie von ABT-199 und 25 yM DMF signifikant erniedrigt.
Fur die Monotherapie mit ABT-199 sowie die Kombination mit 50 yM DMF konnte
ebenfalls eine reduzierte Cyclin B1-Menge festgestellt werden. Die Monotherapie mit
DMF ergab far 25 uM eine leichte Erhdhung und fir 50 yM keine Veranderung der

zellularen Cyclin B1-Spiegel im Vergleich zur Kontrolle. Cyclin D1 zeigte sich durch die
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ABT-199-Monotherapie signifikant erniedrigt. Unter allen weiteren Bedingungen waren
keine oder nur geringe Veranderungen der Proteinlevel von Cyclin D1 feststellbar. Die
Menge an Cyclin E1 in den Zellen war durch DMF in beiden verwendeten
Konzentrationen sowie auch durch die Kombination von DMF mit ABT-199 erhoht. Im
Falle der Kombination von 50 uM DMF mit ABT-199 war diese Erhéhung signifikant.
Die Monotherapie mit ABT-199 hatte keinen Effekt auf die zellularen
Cyclin E1-Spiegel.

Nach 48 h war die Cyclin A2-Menge durch Monotherapie mit 25 oder 50 uM DMF
erhoht. ABT-199 als Einzelbehandlung konnte keine Veranderungen der Cyclin A2-
Spiegel hervorrufen. Bei der Kombination beider Wirkstoffe zeigte sich Cyclin A2
geringfugig erniedrigt. Die Cyclin B1-Spiegel wurden durch 25 yM DMF signifikant
erhoht. Auch 50 uM DMF fahrten zur Erhéhung der Cyclin B1-Spiegel. ABT-199 sowie
die Kombination mit 25 oder 50 uM DMF reduzierten die Cyclin B1-Spiegel leicht. An
den Cyclin D1-Spiegeln lief3en sich unter allen Behandlungsbedingungen nur geringe
Veranderungen beobachten. So fuhrten die DMF-Monotherapien zu einer leichten
Erhéhung, ABT-199 sowie die Kombinationstherapien zu einer leichten Erniedrigung
der Proteinspiegel. Die Cyclin E1-Spiegel zeigten sich auch nach 48 h unter DMF- oder
Kombinationsbehandlung erhoht. Die ABT-199-Monotherapie hatte erneut keinen
Effekt auf Cyclin E1.

Die beobachteten Veranderungen an den zellularen Cyclin-Spiegeln liefern
Erklarungen fur die Effekte der Wirkstoffe auf den Zellzyklus. Cyclin A2 ist wichtig fur
das Fortschreiten des Zellzyklus in der S-Phase und den Ubertritt in die G2-Phase
(Hume et al. 2020). Signifikant erniedrigte Cyclin A2-Spiegel unter der Behandlung mit
ABT-199 kombiniert mit 25 oder 50 yM DMF flr 24 h resultieren in dem signifikanten
G2-Phase-Arrest, welcher unter der Kombinationstherapie nach demselben
Behandlungszeitraum zu beobachten war. Analog dazu lasst sich auch der

G2-Phasen-Arrest unter der DMF-Monotherapie erklaren.

Die durch die Kombinationstherapie hervorgerufene Reduktion von Cyclin B1, welches
fur den Ubergang der G2-Phase zur Mitose benétigt wird, fihrt ebenso zum G2-
Phasen-Arrest (Mullers et al. 2014). Nach 24 h zeigt sich Cyclin D1 unter ABT-199-
Monotherapie signifikant erniedrigt. Da Cyclin D1 fur den Progress in der G1-Phase

des Zellzyklus relevant ist, kommt es durch die Reduktion dieses Proteins zum G1-
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Phasen-Arrest (Rubin et al. 2020). Dieser konnte in den Zellzyklus-Analysen unter der

Therapie mit 10 yM ABT-199 jedoch erst nach 48 h beobachtet werden. Interessant
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Abbildung 8: Auswirkungen von DMF, ABT-199 und der Kombination beider Wirkstoffe auf die
zellularen Cyclin- und CDK-Spiegel. Western Blot Analysen von HCT-116-Zellen, die mit 0,3 % DMSO
(Kontrolle), 10 uM ABT-199, 25 oder 50 uM DMF oder der Kombination von 10 uM ABT-199 mit 25 oder
50 uyM DMF fir 24 h und 48 h behandelt wurden. Densitometrische Quantifizierung (n = 3) und
reprasentative Western Blots flir (A) Cyclin A2, Cyclin B1, Cyclin D1, Cyclin E1 und (B) CDK1, CDK4
und CDK6 nach 24 h und 48 h. * P < 0,05; ** P < 0,005.
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ist, dass die Cyclin E1-Spiegel sowohl unter den DMF-Monotherapien als auch unter

den Kombinationstherapien erhdht waren.

Wir gehen davon aus, dass Cyclin E1 in der Zelle akkumuliert, da ein weiteres
Fortschreiten im Zellzyklus durch erniedrigte Cyclin A2-Spiegel und damit dem
G2-Phasen-Arrest nicht moglich ist. Cyclin E1 ist wichtig fur den Eintritt und Progress
der S-Phase (Leal-Esteban und Fajas 2020). Diese zeigt sich unter DMF- oder
Kombinationstherapie nach 24 h signifikant erniedrigt. Durch die erhohten

Cyclin E1-Spiegel befinden sich hier kaum Zellen in der S-Phase.

Wir konnten nach 48 h beobachten, dass sich der Zellzyklus unter DMF-Monotherapie
wieder normalisiert, und erklaren diese Beobachtung mit der kurzen Halbwertszeit von
DMF. Auch in den Western Blot-Analysen der Cycline lasst sich die kurze
Wirkungsdauer von DMF erkennen. Alle untersuchten Cyclin-Spiegel waren nach 48 h
unter DMF-Behandlung erhéht. Wir vermuten, dass die HCT-116-Zellen auf den zuvor
von DMF hervorgerufenen Effekt reagieren und mit einem uberschielenden Ablauf
des Zellzyklus kompensieren. Im Falle von ABT-199 sowie den Kombinationstherapien
lassen sich nach 48 h dieselben Effekte beobachten wie nach 24 h, wenn auch
teilweise in abgeschwachter Form. Auch hier scheint die Wirkung auf die Cycline also

bereits nachzulassen.

Durch 10 uM ABT-199 waren die Proteinspiegel von CDK1, CDK4 und CDK6 sowohl
nach 24 h als auch nach 48 h erniedrigt. Bei CDK6 kam es hierbei nach beiden
Behandlungszeitrdumen zu einer signifikanten Reduktion. Die Kombination aus
ABT-199 und 25 uM DMF zeigte nach 24 h eine signifikante Erniedrigung der
CDK1-Spiegel. Bei der Kombination von ABT-199 mit 50 uM DMF konnten die CDK4-
Spiegel nach 24 h signifikant reduziert werden. Fur CDK®6 liel3 sich nach 24 h kein
Effekt beobachten. Nach 48 h waren die Proteinspiegel aller untersuchten CDKs fur
beide gewahlten Kombinationstherapien erniedrigt. DMF als Monotherapie zeigte nach
24 h keinen Einfluss auf die unterschiedlichen CDK-Spiegel. Nach 48 h zeigte sich
eine Erhdhung der CDK1- und CDK6-Spiegel sowie eine signifikante Erhdhung der
CDK4-Spiegel unter 25 yM DMF. Die Behandlung der Zellen mit 50 yM DMF fuhrte
nach 48 h nur bei CDK4 zu einer Erhéhung der Proteinspiegel, CDK1 und CDK6 waren

im Vergleich zur Kontrolle unverandert.
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Die signifikante Reduktion der CDK6-Spiegel sowie die Reduktion der CDK4-Spiegel
nach 24 h und 48 h unter Behandlung mit 10 yM ABT-199 resultieren im G1-Phasen-
Arrest, welcher nach 48 h beobachtet wurde. Sowohl CDK4 als auch CDK6
interagieren mit Cyclin D1, um das Fortschreiten des Zellzyklus in der G1-Phase zu

ermdglichen.

CDK1 kann mit verschiedenen Cyclinen, wie etwa Cyclin A2 oder Cyclin B1,
interagieren. Ist es nicht in ausreichender Menge vorhanden, kann es zum Arrest des
Zellzyklus in der G2-Phase kommen (Leal-Esteban und Fajas 2020). Bei der
Kombination von ABT-199 mit 25 yM DMF fur eine Behandlungsdauer von 24 h kam
es zur signifikanten Reduktion der Proteinspiegel von Cyclin A2, Cyclin B1 sowie
CDK1. Ubereinstimmend damit konnte bei der Behandlung der Zellen mit ABT-199
und 50 uM DMF flr 24 h ein signifikanter G2-Phasen-Arrest beobachtet werden.

Ein ausgepragter Zellzyklus-Arrest zeigte sich unter DMF-Monotherapie nur nach 24 h.
Aufgrund der kurzen Wirkungsdauer von DMF normalisierte sich der Zellzyklus wieder
nach 48 h. Damit Ubereinstimmend konnten wir die flr den Zellzyklus-Arrest
verantwortlichen erniedrigten Cyclin A2-Spiegel nur nach 24 h beobachten. Auf die
Proteinspiegel der CDKs hatte DMF im selben Behandlungszeitraum keinen Einfluss.
Ebenso wie die Cyclin-Spiegel waren auch die CDK-Spiegel nach 48 h unter DMF-
Behandlung erhéht. Unsere Hypothese ist, dass die HCT-116-Zellen mit erhdhten
Proteinspiegeln auf den zuvor verlangsamten Ablauf des Zellzyklus reagieren,

nachdem die Wirkung von DMF abgeklungen ist.

Bei der Behandlung der Kolorektalen Karzinom-Zelllinie HCT-116 mit ABT-199, DMF
oder der Kombination beider Wirkstoffe kam es zur Abnahme der zellularen
ATP-Spiegel. Die DMF-Behandlung beeintrachtigte die Funktion der mitochondrialen
Atmungskette, was sich in der Hyperpolarisation des AWm sowie einem reduzierten
mitochondrialen O2-Verbrauch ausdruckte und zu den reduzierten ATP-Spiegeln
fuhrte. Als Folge des ATP-Verlustes war unter allen Behandlungsoptionen eine
reduzierte  Zellproliferation zu  beobachten. Mitverantwortlich  fur  die
Proliferationsinhibition waren auch Veranderungen der Cyclin- und CDK-Spiegel und
der dadurch hervorgerufene Zellzyklus-Arrest. Als Kompensationsmechanismus der
Zellen auf das verminderte Energieangebot zeigte sich die Induktion von Autophagie

vor allem durch die Kombinationstherapie aus ABT-199 und DMF.
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4 Diskussion

Das Mitochondrium ist als zentraler zellularer Energielieferant, Signalplattform und
Regulator der intrinsischen Apoptose ein attraktives Ziel, um Tumorwachstum und
Metastasierung solider Tumore einzudammen. Da das Mitochondrium diese
Funktionen auch in gesunden Zellen ausuben muss, bedarf es gezielter und hoch
spezifischer Ansatze, die es ermdglichen, nur bzw. vorwiegend maligne Zellen zu
treffen. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der Fumarsaureester DMF
spezifisch Proteine mit freien Thiolgruppen angreifen kann. Diese werden dann Uber
eine Monomethylsuccinylierung modifiziert und dadurch inhibiert (Schroeder et al.
2017). Auf diese Weise fuhrt DMF u.a. zu einer Inhibition des anti-apoptotischen
Transkriptionsfaktors NF-kB. Da in der Folge wichtige NF-kB-Zielgene, wie cFLIPs
oder IAPs, nicht mehr exprimiert werden, kommt es zum Zelltod in NF-kB-abhangigen
Malignomen (Nicolay et al. 2016; Schroeder et al. 2017; Froehlich et al. 2019). Wir
haben in dieser Arbeit auch Veranderungen im Energiehaushalt der Zelle
nachgewiesen. DMF induziert eine erniedrigte mitochondriale Atmung, die
wahrscheinlich durch eine Monosuccinylierung der F1a-Untereinheit der ATP-
Synthase verursacht wird (siehe Kap. 3.3). Durch die Reduktion des Elektronenflusses
in der mitochondrialen Atmungskette kommt es zu einer Abnahme der zellularen ATP-
Produktion. ATP ist der wichtigste =zellulare Energietrager und spielt eine
entscheidende Rolle beim Ablauf energiebendtigender Prozesse in der Zelle. Die
ausreichende Bereitstellung von ATP wird fiir das Uberleben, die Proliferation und die
Metastasierung von Malignomen bendtigt. Dabei sind viele Arten von malignen Zellen

auf die Funktion der mitochondrialen Atmungskette angewiesen (Ghosh et al. 2020).

Viele Tumore, so auch das kolorektale Karzinom, weisen eine erhdhte Expression von
anti-apoptotischen Bcl-2-Familienmitgliedern auf. Durch die Uberexpression dieser
Proteine werden maligne Zellen oftmals unempfindlich flir Apoptoseinduktion und
entwickeln somit Resistenzen gegenuber Chemotherapeutika und zielgerichteten
Therapien. Gleichzeitig stellen Uberexprimierte Bcl-2-Proteine ein mogliches
Angriffsziel fur neue Antitumor-Therapien dar (Hafezi und Rahmani 2021; Michalski et
al. 2023). BH3-only-Proteine sind die naturlichen Inhibitoren der anti-apoptotischen
Bcl-2-Familienmitglieder. Das Verhaltnis der beiden Proteingruppen ist entscheidend
dafur, ob es zur Apoptoseinduktion kommt. Da bei vielen Tumoren die anti-

apoptotischen  Bcl-2-Proteine  durch  Uberexpression (berwiegen, ist der
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therapeutische Ansatz durch Verwendung von BH3-Mimetika das Verhaltnis
zugunsten der pro-apoptotischen Proteine zu verschieben (Warren et al. 2019). Einige
BH3-Mimetika, wie beispielsweise ABT-263 (Navitoclax), GX15-070 (Obatoclax) und
ABT-199 (Venetoclax), befinden sich bereits in klinischer Anwendung bzw. wurden in
klinischen Studien erprobt (Roberts et al. 2016; Stilgenbauer et al. 2016; Rudin et al.
2012; Gandhi et al. 2011; Wilson et al. 2010; Schimmer et al. 2008; 2014). Besonders
hervorzuheben ist der hochselektive Bcl-2-Inhibitor ABT-199, dessen Wirksamkeit
insbesondere bei der CLL und AML belegt ist, daher wurde ABT-199 fur die
Behandlung dieser Krankheitsbilder in der EU und den USA zugelassen (Jonas und
Pollyea 2019; Deeks 2016; European Medicines Agency 2016). Inhibiert man in
malignen Zellen Bcl-2, kommt es zur Aktivierung des intrinsischen Apoptose-
Signalwegs uber das Mitochondrium. Dieser Mechanismus ist spezifisch fur Tumore
mit einer Uberexpression von anti-apoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedern. ABT-199
hat daher nur geringe Auswirkungen auf gesunde Zellen (Souers et al. 2013; Davids
und Letai 2013). Eine geringe Toxizitat zeigte sich auch in klinischen Studien zur CLL
(Al-Sawaf et al. 2020; Fischer et al. 2019; Seymour et al. 2018).

Da Tumorzellen viele Wege generiert haben Resistenzen zu entwickeln, ist es wichtig,
neue Behandlungsoptionen zu identifizieren oder Wirkstoffe indikationenubergreifend
einzusetzen. Kombinationen wie die hier vorgestellte aus DMF und ABT-199 sind eine
Mdglichkeit, Resistenzen durch Wirkstoffkombination zu umgehen und durch additive
Wirkung auch das Nebenwirkungsspektrum so gering wie moglich zu halten. Der
erfolgreiche Einsatz einer Kombinationstherapie aus DMF und ABT-199 zeigte sich
bereits beim kutanen T-Zell-Lymphom (CTCL) sowie beim diffusen grof3zelligen B-Zell-
Lymphom (DLBCL). Hierbei kam es jeweils zu einem synergistischen Effekt bei der
Zelltodinduktion (Froehlich et al. 2019; Schmitt et al. 2021).

4.1 Reduzierte Zellviabilitat und zellulare ATP-Spiegel

Wir konnten flr das kolorektale Karzinom zeigen, dass DMF den intrazellularen ATP-
Gehalt und somit die Zellviabilitdt von HCT-116-Zellen reduziert. Hierbei kam es zu
einer zeit- und dosisabhangigen Abnahme der zellularen ATP-Spiegel unter DMF-
Behandlung. Der Einfluss von DMF auf die Viabilitat von CRC-Zellen ist in der Literatur

bereits beschrieben. Unter Verwendung von MTT-Assays wurde in Studien eine
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Abnahme der Reduktionsaquivalente NADH* und NADPH* in HCT-116-Zellen und
weiteren CRC-Zelllinien beobachtet. NADH™ speist Elektronen in die Atmungskette ein
und NADPH* dient als Reduktionsaquivalent im Pentose-Phosphatzyklus. Ein Abfall in
der Konzentration dieser beiden Molekulle ist ahnlich wie ATP ein Mal} fur den
zellularen Metabolismus und die Zellviabilitat. In den Versuchen zeigte sich eine
dosisabhangige Wirkung von DMF (Singhal et al. 2021; Xie et al. 2015). Dies konnten
wir mit unseren Daten bestatigen. Eine zeitabhangige Wirkung zeigte DMF auch in
einem Kristallviolett Assay, der Proliferation und Viabilitat Uber eine Korrelation mit der
Zellmasse bestimmt. Neben verschiedenen CRC-Zelllinien wurden hier auch weitere
Tumorentitaten betrachtet. Die Zellviabilitdt nahm in allen Zelllinien unter Behandlung
mit 100 uM DMF ab (Saidu et al. 2017). Die in der Literatur verwendeten Methoden
zur Bestimmung der Zellviabilitat bei CRC unterscheiden sich von der von uns
verwendeten Methode. Eine Analyse der ATP-Spiegel unter DMF-Behandlung, wie
auch wir sie vorgenommen haben, ist bisher in der Literatur in verschiedenen
Pankreaskarzinom-Zelllinien erfolgt. Hierbei kam es zu einer dosisabhangigen
Senkung der zellularen ATP-Spiegel unter DMF-Behandlung (Chen et al. 2021). Somit
ist DMF in der Lage die Viabilitat von CRC-Zellen und anderen soliden Tumorzellen zu
senken. Ein ausreichendes Angebot an ATP sowie den Reduktionsaquivalenten
NADH* und NADPH* ist Voraussetzung fiir das Uberleben, die Proliferation, die
Proteinsynthese und den Ablauf weiterer energieverbrauchender Stoffwechsel-
prozesse (Ghosh et al. 2020).

In unseren Experimenten zeigte sich eine zeitabhangige Abnahme der zellularen
ATP-Spiegel in HCT-116-Zellen unter 10 uM ABT-199. Beschrieben sind verminderte
zellulare ATP-Spiegel in HCT-116 Bax/Bak knock-out Zellen unter 2 yM ABT-199. Zur
Bestimmung der ATP-Spiegel wurde hierbei dieselbe Methode verwendet, die auch in
dieser Arbeit Anwendung fand (Zeng et al. 2022). In unseren Experimenten war die
Viabilitat von HCT-116-Zellen unter 10 yM ABT-199 nach 48 h um ca. 38 % reduziert,
was wir anhand der entsprechend hohen ATP-Abnahme nachweisen konnten.
Perimenis et al. (2016) konnten unter derselben Konzentration von ABT-199 in einem
Sulforhodamin B-Assay mit einer anderen CRC-Zelllinie eine Reduktion der
Zellviabilitat um ca. 30 % beobachten. Mithilfe des Farbstoffs Sulforhodamin B,
welcher an zellulare Protein-Komponenten bindet, wurde die Anzahl lebender Zellen

bestimmt. Die beiden unterschiedlichen Methoden zeigten ein ahnliches Ergebnis.
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Dass die Zellviabilitat von CRC-Zellen durch die Abnahme der zellularen ATP-Spiegel
beeintrachtigt ist, bestatigt sich durch die reduzierte Anzahl lebender Zellen im
Sulforhodamin B-Assay unter Behandlung mit ABT-199.

Der Einfluss einer Kombination aus DMF und ABT-199 auf die Zellviabilitat von
CRC-Zellen ist bisher in der Literatur nicht beschrieben. Wir sind die Ersten, die diese
Kombinationstherapie und ihre Anwendung beim CRC untersucht haben. Hierbei
zeigte sich, dass die Kombinations-behandlung den jeweiligen Monotherapien
uberlegen ist und die zellularen ATP-Spiegel am deutlichsten reduzieren konnte. Wie
weiter oben geschildert, finden sich in der Literatur Aussagen darlber, dass sowonhl
DMF als auch ABT-199 als Monotherapie die Viabilitat von CRC-Zellen reduzieren
kann. Es kommt zur Abnahme von Molekiilen, die fiir das Uberleben der Zellen wichtig
sind, wie etwa ATP, NADH* und NADPH", und zur Reduktion der lebenden Zellen. Bei
der Kombination von DMF und ABT-199 sind ahnliche Effekte zu erwarten. Wir
konnten in dieser Arbeit eine Abnahme der ATP-Spiegel von CRC-Zellen durch die
Kombinationsbehandlung zeigen. Kombinierte man DMF und ABT-199, war dies
hinsichtlich der ATP-Reduktion den jeweiligen Monotherapien deutlich Gberlegen, was
diese Kombination zu einer vielversprechenden neuen medikamentésen Option flr
das CRC macht.

4.2 Zelltod- und Autophagie-Induktion durch DMF und ABT-199

Wir konnten in dieser Arbeit eine signifikante Zelltodinduktion durch die Monotherapie
mit DMF sowie durch die Kombinationstherapie aus DMF und ABT-199 beobachten.
Bei der Kombinationstherapie konnte durch den Caspase-Inhibitor Z-VAD eine
signifikante Reduktion des programmierten Zelltodes erreicht werden. Dies deutet
darauf hin, dass die HCT-116-Zellen durch Apoptose sterben, da Caspasen fur diese
Art des Zelltodes essenziell sind. Unsere Arbeitsgruppe konnte bereits die Induktion
von Zelltod durch die Kombinationstherapie aus DMF und ABT-199 in verschiedenen
CTCL-Zelllinien und primaren CTCL-Zellen beschreiben (Froehlich et al. 2019). Auch
beim diffusen grof3zelligen B-Zell-Lymphom konnte Zelltod durch die Kombination aus
DMF und ABT-199 induziert werden (Schmitt et al. 2021). Bei anderen Tumorentitaten
wurde der Effekt der Kombinationstherapie auf die Zelltodinduktion bisher nicht
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untersucht. In dieser Arbeit wird erstmals die Zelltodinduktion durch die Kombination
aus ABT-199 und DMF beim CRC beschrieben.

Dass DMF allein in der Lage ist Zelltod zu induzieren, ist in der Literatur belegt.
Kontrovers diskutiert wird jedoch die Art des Zelltods. Unsere Arbeitsgruppe konnte
den DMF-induzierten Zelltod beim CTCL als Ripoptosom-vermittelt identifizieren
(Schroeder et al. 2017). Beim CRC ist die Induktion von Apoptose, Nekroptose und
Zelltod durch oxidativen Stress durch DMF beschrieben (Kaluzki et al. 2019; Xie et al.
2015; Singhal et al. 2021).

In unseren Experimenten fuhrte die Kombination von ABT-199 und DMF zur Induktion
von Autophagie in HCT-116-Zellen. In der Literatur gibt es bisher keine Daten zur
Autophagie-Induktion durch diese Kombinationstherapie. Die Einzelbehandlung mit
DMF zeigte aber bereits das Potential, Autophagie in CRC-Zellen zu induzieren. Xie
et al. (2015) konnten unter Behandlung mit 200 yM DMF erhohte Spiegel des
Autophagie-Markers LC3-Il in den CRC-Zelllinien HCT-116, HT-29, CT-26 und SGC-
7901 nachweisen. Bei Kaluzki et al. (2019) zeigten sich erhdhte LC3-1I-Spiegel in den
CRC-Zelllinien HT-29 und T84 bereits unter 100 uM DMF. Bei derselben DMF-
Konzentration wurde die Autophagie ebenfalls mittels Immunfluoreszenz in beiden
Zelllinien nachgewiesen. In unseren Experimenten waren die LC3-1l-Spiegel unter 50
MM DMF nach 24 h erhoht. In welchem Ausmald DMF Autophagie in CRC-Zellen
induziert, ist also abhangig von der verwendeten Wirkstoffkonzentration.
Interessanterweise kam es bei verschiedenen Zelllinien des hepatozellularen
Karzinoms zur Abnahme der LC3-Il-Spiegel und damit der Autophagie unter
Behandlung mit 100 uM oder 200 yM DMF fir 24 h (Liu et al. 2019). Fir den Effekt
von DMF auf autophagische Prozesse in der Zelle spielt also auch die behandelte

Tumorentitat eine entscheidende Rolle.

Die Induktion von Autophagie durch BH3-Mimetika wie beispielsweise ABT-199 ist in
der Literatur fur Melanom- und Lungenkarzinom Zelllinien beschrieben (Gabellini et al.
2017). Bcl-2 und weitere anti-apoptotische Bcl-2-Familienmitglieder wie Bcl-xL binden
an Beclin-1 (Gabellini et al. 2017). Beclin-1 ist ein Protein, welches essentiell fur die
Bildung des Autophagosoms und damit die Autophagie ist (Lee et al. 2016). Beclin-1
besitzt eine BH3-Domane an welche Bcl-2-Familienmitglieder binden kénnen. Durch
die Bindung an Bcl-2 wird Beclin-1 gehemmt (Oberstein et al. 2007). BH3-Mimetika
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hemmen wiederum kompetitiv die Interaktion von Bcl-2 mit Beclin-1. Die Inhibition von
Beclin-1 fallt dadurch weg und es kommt zur Autophagie (Maiuri et al. 2007). In
Bax/Bak-Knockout-Zellen der HCT-116-Zelllinie waren die LC3-II-Spiegel unter ABT-
199-Behandlung erhoht, was auf die Induktion von Autophagie hindeutet. Die
Autophagie konnte mittels eines Autophagosom-Inhibitors verhindert werden (Zeng et
al. 2022). Auch in unseren Experimenten konnten erhdhte LC3-II-Spiegel in HCT-116-
Zellen nach ABT-199-Behandlung fur 48 h nachgewiesen werden. Die Erh6hung der
LC3-1l-Spiegel war jedoch nicht signifikant. Bei Mammakarzinom-Zellen zeigte sich
neben erhdhten LC3-lI-Proteinspiegeln im Western Blot auch eine erhdhte
MRNA-Expression von LC3 in der qRT-PCR (Alhoshani et al. 2020).

Die Literatur deutet also darauf hin, dass sowohl DMF als auch ABT-199
autophagische Prozesse in Zelllinien unterschiedlicher Tumor-Entitaten hervorrufen
konnen. Wir zeigen in der vorliegenden Doktorarbeit erstmals, dass die Kombination
der beiden Wirkstoffe signifikant Autophagie in der CRC-Zelllinie HCT-116 induziert.
Es ist beschrieben, dass niedrige zellulare ATP-Spiegel zur Autophagie fuhren konnen
(Ferro et al. 2020). Welche Rolle der Autophagie bei malignen Tumoren zukommt, wird
kontrovers diskutiert. Einerseits verschaffen sich proliferierende Krebszellen einen
Uberlebensvorteil, indem sie Zellorganellen energiebringend recyclen. Andererseits
kann Autophagie auch zum Zelltod fihren und so den Tumorprogress inhibieren (Hu
et al. 2016). Zelltodinduktion und inhibierte Zellproliferation konnten wir im Rahmen
dieser Doktorarbeit beobachten. Die Induktion der Autophagie kdnnte also einen
neuen Behandlungsansatz bieten, insbesondere in Malignomen, bei denen eine

Apoptose-Resistenz unter Chemotherapie/zielgerichteter Therapie besteht.

4.3 Veranderte Mitochondrienfunktion unter DMF-Therapie

In dieser Doktorarbeit konnte ich zeigen, dass es unter der Therapie von
HCT-116-Zellen mit 25 oder 50 uM DMF zu einer signifikanten Hyperpolarisation des
mitochondrialen Membranpotentials (AWYm) kommt. Wir haben Hinweise darauf, dass
es unter der DMF-Behandlung von HCT-116-Zellen zu einer Modifikation der
ATP-Synthase kommt. Eine veranderte Funktion der ATP-Synthase korreliert mit einer
Hyperpolarisation des AWm (Tappenden et al. 2011; Mourier et al. 2014). Die

mitochondriale Atmungskette transportiert Protonen aus der mitochondrialen Matrix in
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den Intermembranraum der Mitochondrien. Das AWm ist das Ergebnis dieses
Protonentransports. Es beschreibt das elektirische Potential Uber der inneren
Mitochondrienmembran, welches sich aufgrund des Ladungsungleichgewichts
zwischen Intermembranraum und Mitochondrienmatrix ausbildet. Die Protonen flief3en
dann entlang ihres elektrochemischen Gradienten Uber die ATP-Synthase aus dem
Intermembranraum zurick in die Mitochondrienmatrix. Bei diesem Prozess wird ATP
durch Phosphorylierung aus ADP gebildet (Vercellino und Sazanov 2022; Cadenas
2018). Ist die ATP-Synthase verandert und damit inhibiert, kann der Protonenfluss
nicht mehr entsprechend dem durch die Atmungskette aufgebauten
Protonengradienten erfolgen. Als Folge kommt es zu einer Akkumulation von Protonen
im Intermembranraum der Mitochondrien und damit zu einer Hyperpolarisation des
AW¥Ym. Ebenso sind die =zellularen ATP-Spiegel aufgrund der verminderten
ATP-Produktion erniedrigt. (Mourier et al. 2014; Shertzer et al. 2006). Beide Effekte

konnten wir unter DMF-Behandlung von HCT-116-Zellen nachweisen.

Als Folge der inhibierten ATP-Synthase kommt schliel3lich auch der Elektronenfluss
uber die Atmungskette zum Erliegen. Dadurch werden die oxidativen Signalwege des
Mitochondriums gestort. Wie in T-Zellen gezeigt werden konnte, sind diese oxidativen
Signalwege besonders wichtig fur die Zellproliferation (Kaminski et al. 2012). Durch
den Stillstand der gesamten Atmungskette sinkt zunachst der O2-Verbrauch (Mourier
et al. 2014). Wir konnten in unseren Experimenten diesen reduzierten O2-Verbrauch
nach Behandlung mit DMF nachweisen. Bei anhaltender Blockade der ATP-Synthase
entstehen vermehrt reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Diese konnen in hoheren
Konzentrationen das Mitochondrium schadigen und so zum Zusammenbruch des
AWm fahren (Mourier et al. 2014; Shertzer et al. 2006). Die Entstehung von ROS unter
der Behandlung von CRC-Zellen mit DMF wurde in der Literatur bereits beschrieben
(Singhal et al. 2021; Saidu et al. 2017; Xie et al. 2015). Die durch DMF
hervorgerufenen  Veranderungen am  Mitochondrium  konnen  demnach
unterschiedliche Auswirkungen auf das AWYm haben. Diese sind abhangig von der
Wirkstoffkonzentration, der Inkubationszeit, der behandelten Zelllinie und der

Tumorentitat.

Wir konnten in dieser Arbeit eine signifikante Hyperpolarisation des AWYm unter DMF-
Behandlung zeigen. Im Gegensatz dazu konnte bei verschiedenen

Pankreaskarzinom-Zelllinien eine dosisabhangige Depolarisation des AWm unter
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DMF-Therapie beobachtet werden (Chen et al. 2021). Derselbe Effekt zeigte sich auch
bei Zervixkarzinom-Zellen (Han und Zhou 2016). In verschiedenen CTCL-Zelllinien
fuhrten 30 uM DMF zur Depolarisation des AWYm (Nicolay et al. 2016). Jedoch zeigte
sich die Depolarisation des AWYm nicht nur in anderen Tumorentitaten, sondern auch
bei der murinen CRC-Zelllinie CT26. Hierbei wurde eine DMF-Konzentration von
100 uM verwendet, was der doppelten DMF-Konzentration entspricht, welche in dieser
Doktorarbeit maximal verwendet wurde (Xie et al. 2015). Bei dem Effekt von DMF auf
das AWYm scheinen daher sowohl die behandelte Zelllinie sowie die verwendete
Wirkstoffkonzentration eine entscheidende Rolle zu spielen. Wie zuvor von uns
erstmals beschrieben, ist die Depolarisation des AWYm dabei auf eine Schadigung der
mitochondrialen Integritat zurlckzufihren. Eine mitochondriale Schadigung fuhrt
haufig zum Zelltod. Interessanterweise ging auch in den oben genannten Studien die
Depolarisation des AWm stets mit einer Induktion des Zelltodes in den entsprechenden
Zelllinien einher. Im Falle vom CTCL ist der DMF-abhangige Zelltod auf die Inhibition
von Thioredoxin 1 (Trx1) zuruckzufuhren. Die DMF-abhangige Blockade von Trx1 fuhrt
zur Inhibition des anti-apoptotischen Transkriptionsfaktors NF-kB. Dadurch werden die
NF-kB-Zielgene cFLIP (zellulares FLICE-like inhibitory Protein) und IAPs (Inhibitors of
Apoptosis) nicht mehr exprimiert. Als Folge kommt es zur Spaltung und damit
Aktivierung des pro-apoptotischen BH3-only-Proteins Bid. (Schroeder et al. 2017). Bid
aktiviert wiederum das Effekor-Protein Bax, welches Poren in der &aulleren
Mitochondrienmembran bildet (Kuwana et al. 2002). Durch die Permeabilisierung der
auleren Mitochondrienmembran kommt es zur Freisetzung von Cytochrom ¢ sowie

zur Depolarisierung des AWm (Lartigue et al. 2009).

In unseren Experimenten konnten wir eine Abnahme des mitochondrialen O2-
Verbrauchs von HCT-116-Zellen unter DMF-Behandlung beobachten. Ein reduzierter
O2-Verbrauch unter DMF ist in der Literatur bei verschiedenen Pankreaskarzinom-
Zelllinien beschrieben (Chen et al. 2021). In weiteren Studien war die mitochondriale
Respiration von murinen Neuroblastom-Zellen und murinen, embryonalen
Fibroblasten nach 24 h DMF-Behandlung reduziert (Piroli et al. 2019; Ahuja et al.
2016). Die Abnahme des mitochondrialen O2-Verbrauchs liefert einen weiteren
Hinweis auf eine eingeschrankte Funktion der Atmungskette unter DMF, welche

wahrscheinlich durch Inhibition der ATP-Synthase vermittelt wird.
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Die ATP-Produktion durch Mitochondrien ist wichtig fir das Tumorwachstum und zeigt
eine Assoziation zur Zellproliferation, der Zelltod-Resistenz und der Metastasierung
von Krebszellen (Ferro et al. 2020). In unseren Experimenten zeigten sich unter
ABT-199, DMF oder der Kombinationsbehandlung verminderte zellulare ATP-Spiegel.
Die Auswirkungen des verminderten ATP-Angebots auf den Tumorprogress von HCT-

116-Zellen werden im Folgenden diskutiert.

4.4 Auswirkungen des verminderten ATP-Angebots auf CRC-Zellen

4.4.1 Beeintrachtigung der Zellproliferation durch DMF und ABT-199

Die Behandlung von HCT-116-Zellen mit 50 yM DMF bewirkte in unseren
Experimenten eine signifikante Proliferationsinhibition. Ubereinstimmend mit unserem
Ergebnis ist in der Literatur beschrieben, dass DMF dosis-abhangig das Zellwachstum
von HCT-116-Zellen sowie weiteren CRC-Zelllinien inhibiert (Singhal et al. 2021). In
einer weiteren Studie wurde die Zellproliferation der beiden CRC-Zelllinien HT-29 und
T84 mittels Bromdesoxyuridin-Assay bestimmt. Hier zeigte sich ebenfalls eine dosis-
abhangige Proliferationsinhibition unter DMF-Behandlung, wobei signifikante Effekte
auf die Zellproliferation ab einer Wirkstoffkonzentration von 40 yM nach 24 h
Behandlungsdauer zu beobachten waren (Kaluzki et al. 2019). Daruber hinaus konnte
bereits in vivo eine Inhibition des CRC-Tumorwachstums durch DMF beobachtet
werden. Im Maus-Modell wurden hierfir murine CRC-Zellen CT26 subkutan injiziert
und, sobald die Tumore klinisch sichtbar waren, mit DMF behandelt (Saidu et al. 2017).
Auch in weiteren Tumorentitaten hat DMF eine proliferationsinhibierende Wirkung.
Melanom-Zellen zeigten sich in vitro sowie in vivo sensibel fur die DMF-Behandlung
(Kaluzki et al. 2016; Loewe et al. 2006). Die Zellproliferation von Glioblastom- und
Zervixkarzinom-Zelllinien konnte durch DMF inhibiert werden (Ghods et al. 2013; Han
und Zhou 2016). Aullerdem zeigte sich unter DMF-Behandlung ein reduziertes
Tumorwachstum beim CTCL im Maus-Modell (Nicolay et al. 2016). Die Zellproliferation
ist ein energieintensiver Prozess, der ein ausreichendes ATP-Angebot in den Zellen

voraussetzt (Grumbach und Nguyen 2019).

Wie in dieser Doktorarbeit beschrieben, ist das ATP-Angebot in HCT-116-Zellen unter
DMF-Behandlung unzureichend, was auf die verminderte ATP-Produktion Uber die

mitochondriale Atmungskette zurlickzufuhren ist. Hinzu kommt, dass durch DMF auch
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Proteine, die fir das Fortschreiten des Zellzyklus wichtig sind, herunterreguliert
werden. Ubereinstimmend mit Kaluzki et al. (2019) sehen wir in dem durch Cyclin- und
CDK-Veranderungen hervorgerufenem Zellzyklusarrest einen Grund fur die
Proliferationsinhibition durch DMF bei CRC-Zellen. Als weitere mogliche Ursachen fur
die reduzierte Proliferation von CRC-Zellen unter DMF werden die Oxidation von GSH
und die Aktivierung des Hypoxie-induzierten Faktors-2a diskutiert (Odom et al. 2009;
Singhal et al. 2021).

Wir konnten in der vorliegenden Doktorarbeit zeigen, dass auch 10 yM ABT-199
signifikant die Zellproliferation von HCT-116-Zellen inhibieren. Der Literatur zufolge
weisen HCT-116-Zellen unter Behandlung mit 10 yM ABT-199 fur 24 h eine erhdhte
durchflusszytometrisch  gemessene Intensitat des  Zellseneszenz-Markers
5-Dodecanoylaminofluorescein Di-B-D-Galactopyranoside (C12FDG) auf. Das deutet
auf eine beeintrachtigte Zellproliferation hin (As Sobeai et al. 2022). In vitro Studien
zeigen auch eine dosis-abhangige Proliferationsinhibition von verschiedenen
Mammakarzinom-Zelllinien durch ABT-199 (Alhoshani et al. 2020). /n vivo konnte das
Tumorwachstum bei der AML und verschiedenen Non-Hodgkin-Lymphomen in Maus-
Modellen durch ABT-199 gehemmt werden (Souers et al. 2013). Die eigentliche
Funktion von ABT-199 als BH3-Mimetikum liegt in der Inhibition des anti-apoptotischen
Proteins Bcl-2 und damit der Induktion der Apoptose (Hafezi und Rahmani 2021). Bcl-2
wird in verschiedenen CRC-Zelllinien exprimiert. Wie ausgepragt diese Expression ist,
variiert unter den verschiedenen CRC-Zelllinien (Koehler et al. 2013). Es zeigte sich,
dass Bcl-2 beim Tumorprogress vom CRC verloren gehen kann, was die Apoptose-
Induktion durch Bcl-2-Inhibitoren wie ABT-199 verhindert (Soderquist et al. 2018). Wie
in dieser Doktorarbeit beschrieben, konnte ABT-199 als Monotherapie kaum Zelltod in
HCT-116-Zellen induzieren. Es gibt neben der Apoptose-Induktion jedoch auch
weitere Effekte von ABT-199 wie beispielsweise die Proliferationsinhibition.
Interessanterweise kam es unter einem Knockdown von Bcl-2 in den CRC-Zelllinien
HT29 und SW480 zu keiner Veranderung der Zellproliferation (Koehler et al. 2013).
Da wir in dieser Doktorarbeit eine signifikante Proliferationsinhibition unter ABT-199 in
HCT-116-Zellen beobachten konnten, stellt sich die Frage, ob die Effekte von ABT-199
uber die Bcl-2-Inhibition hinausgehen. Alhoshani et al. (2020) fuhren die
Proliferationsinhibition durch ABT-199 bei Mammakarzinomzellen auf reduzierte

Cyclin D1-Spiegel und einen dadurch bedingten G1-Zellzyklusarrest zurlck. Die
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gleichen Beobachtungen konnten auch wir bei HCT-116 unter ABT-199-Behandlung
machen. In den durch ABT-199 verminderten ATP-Spiegeln sehen wir einen weiteren

Mechanismus, der fur die Inhibition der Zellproliferation verantwortlich ist.

In unseren Experimenten konnte die starkste Proliferationsinhibition durch die
Kombination aus DMF und ABT-199 erreicht werden. Die Medikamentenkombination
aus DMF und ABT-199 zeigte sich auch bei in vivo Studien zum CTCL den jeweiligen
Monotherapien Uberlegen. Im Xenograft-Maus-Modell mit intradermal injizierten
SeAx-Zellen, inhibierte die Kombinationstherapie das Tumorwachstum am
deutlichsten (Froehlich et al. 2019).

Unsere Ergebnisse im Kontext mit der Literatur zeigen, dass sowohl DMF als auch
ABT-199 die Zellproliferation und das Tumorwachstum beim CRC sowie weiteren
Tumorentitaten inhibieren. Die Kombination der beiden Wirkstoffe ist Uberadditiv und
ubersteigt dabei deutlich den Effekt der Monotherapien.

442 Zellzyklus-Arrest durch Veranderungen der zellularen Cyclin- und CDK-

Spiegel

Einen wichtigen Grund fur die Inhibition der Zellproliferation von HCT-116-Zellen durch
DMF, ABT-199 oder die Kombination der beiden Wirkstoffe sehen wir im Einfluss
dieser Wirkstoffe auf den Zellzyklus. In der vorliegenden Arbeit konnten unter allen
gewahlten Behandlungsbedingungen Veranderungen am Zellzyklus beobachtet
werden. DMF fuhrte nach 24 h zu einem signifikanten, kombinierten G1- und
G2-Phasen-Arrest sowie einer reduzierten S-Phase in HCT-116-Zellen. Ein
G1-Phasen-Arrest mit reduzierter S-Phase unter DMF-Behandlung fur 24 h zeigte sich
in der Literatur auch bei der CRC-Zelllinie HT-29. Bei der CRC-Zelllinie T84 hingegen
konnte durch DMF kein Zellzyklus-Arrest hervorgerufen werden, weshalb die Autoren
eine Zelltodinduktion fur die antitumorale Wirkung von DMF in T84-Zellen
verantwortlich machen (Kaluzki et al. 2019). In der Literatur ist die Wirkung von DMF
auf den Zellzyklus bei weiteren Tumorentitaten beschrieben. DMF bewirkte einen
G1-Phasen-Arrest mit reduzierter S-Phase beim Hepatozellularen Karzinom (HCC)-
Zellen sowie in Zervixkarzinomzellen (Liu et al. 2019; Han und Zhou 2016). Derselbe
Effekt stellte sich auch bei dermalen Lymphendothelzellen dar (Valesky et al. 2016).

Bei verschiedenen Melanomzelllinien konnte unter DMF-Konzentrationen von 50 yM
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ebenfalls ein G1-Phasen-Arrest beobachtet werden (Kaluzki et al. 2016). Bei hdheren
DMF-Konzentrationen von 84 uM oder 100 uM zeigte sich ein G2-Phasen-Arrest
(Loewe et al. 2006; Kaluzki et al. 2016). Insgesamt scheint DMF also v.a. einen
G1-Phasen-Arrest hervorzurufen.

In den von uns durchgefuhrten Experimenten fihrte ABT-199 nach 48 h zu einem
signifikanten G1-Phasen-Arrest mit reduzierter S-Phase. Ahnliche Beobachtungen
konnten auch bei der durchflusszytometrischen Analyse des Zellzyklus von
verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien gemacht werden. Ein G1-Phasen-Arrest
mit reduzierter S-Phase unter 10 yM ABT-199 zeigte sich hier nach 24 h (Alhoshani et
al. 2020) sowie nach 72 h (Whittle et al. 2020).

Der Effekt der Kombination von DMF mit ABT-199 auf den Zellzyklus wurde bisher in
der Literatur nicht beschrieben. In der vorliegenden Doktorarbeit fuhrte diese
Kombinationstherapie zu einem signifikanten G2-Phasen-Arrest mit reduzierter
S-Phase nach 24 h und 48 h. Nach 24 h war zusatzlich ein G1-Phasen-Arrest zu
beobachten. Der Einfluss der Kombinationstherapie auf den Zellzyklus der
HCT-116-Zellen war insgesamt starker ausgepragt als die Einzelbehandlungen mit
DMF oder ABT-199.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass Veranderungen an den zellularen
Cyclin- und CDK-Spiegeln der HCT-116-Zellen unter Therapie mit DMF, ABT-199 oder
der Kombination beider Wirkstoffe ursachlich fur den beobachteten Zellzyklus-Arrest

sind.

Unter DMF-Behandlung konnten wir reduzierte Cyclin A2-Spiegel beobachten. Cyclin
A2 ist wichtig fir den Progress der S-Phase und den Ubertritt in die G2-Phase des
Zellzyklus (Hume et al. 2020). DMF flhrte auch in dermalen Lymphendothelzellen zur
Reduktion von Cyclin A. Hier zeigte sich zusatzlich eine Reduktion der
Cyclin D1-Spiegel (Valesky et al. 2016), welche auch bei HCC-Zellen (Liu et al. 2019)
sowie der CRC-Zelllinie HT-29 zu beobachten war (Kaluzki et al. 2019). In Melanom-
Zellen resultierte die DMF-Behandlung in der Reduktion von Cyclin B1 (Kaluzki et al.
2016). Die Cyclin-Veranderungen unter DMF sind also je nach Zelllinie mitunter
unterschiedlich ausgepragt. Dies erklart die Tatsache, dass in unseren Experimenten
unter DMF sowohl G1- als auch G2-Phasen-Arreste beobachtet werden konnten.
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Wir konnten zeigen, dass ABT-199 zur Reduktion der zellularen Proteinspiegel von
Cyclin D1 und B1 fuhrt. Eine derartige Reduktion von Cyclin D1 ist auch in der Literatur
bei verschiedenen Mammakarzinom-Zelllinien beschrieben worden (Alhoshani et al.
2020; Whittle et al. 2020). Hier zeigte sich zusatzlich eine Reduktion der Cyclin E-
Spiegel unter ABT-199, welche wir in unseren Experimenten nicht beobachten konnten
(Whittle et al. 2020). Die verminderten Cyclin D1 und Cyclin E-Spiegel kdnnten
ursachlich sein fur den unter ABT-199 beobachteten G1-Phasen-Arrest, da Cyclin D1
fir den Progress des Zellzyklus der G1-Phase und Cyclin E schlieRlich fiir den Ubertritt
in die S-Phase wichtig ist (Rubin et al. 2020; Leal-Esteban und Fajas 2020).

Welche Veranderungen an den zellularen Cyclin-Spiegeln unter der
Kombinationstherapie von DMF und ABT-199 auftreten, ist in der vorliegenden Arbeit
erstmals beschrieben. Hier zeigten sich Cyclin B1 sowie Cyclin A2 signifikant reduziert.
Dies erklart den beobachteten G2-Phasen-Arrest unter der Kombinationstherapie, da
Cyclin B1 fir den Ubergang der G2-Phase zur Mitose von entscheidender Bedeutung
ist (Mullers et al. 2014; Krenning et al. 2014).

Neben den Cyclinen wurden in der vorliegenden Doktorarbeit auch die Veranderungen
der CDK-Spiegel untersucht. Hierbei zeigten sich keine Veranderungen der CDK1-,
CDK4- sowie CDK6-Spiegel unter DMF-Behandlung nach 24 h. Ubereinstimmend
damit sind die Ergebnisse aus in vitro Studien mit Melanom- und dermalen
Lymphendothelzellen (Kaluzki et al. 2016; Valesky et al. 2016). In der CRC-Zelllinie
HT-29 waren die CDK6-Spiegel ebenfalls unverandert. Die CDK4-Spiegel stellten sich
jedoch unter DMF-Behandlung fur 24 h dosis-abhangig reduziert dar (Kaluzki et al.
2019). Entscheidend fur den Effekt von DMF auf den Zellzyklus scheinen also eher die

Veranderungen an den Cyclin-Spiegeln zu sein.

Wir konnten sowohl in der Monotherapie mit ABT-199 als auch in der
Kombinationstherapie mit DMF bei allen untersuchten CDKs reduzierte Proteinspiegel
im Western Blot nachweisen. Vergleichbare Ergebnisse in der Literatur liegen dazu
nicht vor. Die Veranderungen an den CDK-Spiegeln tragen zum beobachteten
Zellzyklus-Arrest bei. Reduzierte Mengen an CDK4 und CDKG6 resultieren im
G1-Phasen-Arrest. Verminderte CDK1-Spiegel fUhren zum G2-Phasen-Arrest (Bertoli
et al. 2013).
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Die Hemmung des Tumorwachstums Uber einen induzierten Zellzyklus-Arrest ist ein
wichtiger therapeutischer Ansatz, da ein beschleunigter Zellzyklus ein
charakteristisches Merkmal maligner Tumoren ist und eine Uberexpression von
Cyclinen und CDKs bei verschiedenen Krebsarten beobachtet wurde (Malumbres und
Barbacid 2009). Wir konnten zeigen, dass DMF und ABT-199 Veranderungen in den
zellularen Cyclin- und CDK-Spiegeln verursachen, die zu einem Zellzyklus-Arrest
fuhren. Es gibt Wirkstoffe, die zu vergleichbaren Effekten flihren, wie die dualen
CDKA4/6-Inhibitoren Palbociclib, Ribociclib und Abemaciclib. Diese haben eine
FDA-Zulassung fur die Behandlung bestimmter Subtypen von Brustkrebs und sind
Gegenstand verschiedener klinischer Studien (Ding et al. 2020). Auch Antikérper
gegen VEGF fuhren zu Veranderungen der Cyclin-Spiegel und dadurch zum
Zellzyklus-Arrest, welcher wiederum in einem reduzierten Tumorwachstum resultiert,
wie an HCC-Zellen gezeigt wurde (Liu et al. 2017). Anti-VEGF-Antikdrper wie
Bevacizumab werden bereits in der Therapie des CRC eingesetzt (Marmol et al. 2017).
Die in unseren Experimenten verwendeten Wirkstoffe DMF und ABT-199 sind also
vielversprechend fur die Therapie des CRC, da sie ahnliche Effekte zeigen wie

Medikamente, welche in der Krebstherapie bereits regelmaflig Anwendung finden.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen von DMF und ABT-199 auf
CRC-Zellen untersucht. DMF wurde als vielversprechende Substanz identifiziert, die
eine signifikante Zelltodinduktion und Hemmung der Zellproliferation in verschiedenen
Krebszelllinien, einschlieldlich CRC, bewirken kann. Die Hemmung der Zellproliferation
beim CRC ist mit Veranderungen im Zellzyklus verbunden, die durch veranderte
Cyclin- und CDKs-Spiegel hervorgerufen werden. Ebenso wurde unter der
DMF-Behandlung eine Abnahme der zellularen ATP-Spiegel beobachtet. Eine
mdgliche Erklarung hierfir ist, dass DMF die ATP-Synthase modifiziert und dadurch
den Ablauf der mitochondrialen Atmungskette hemmt. Diese Veranderungen kénnen
das Tumorwachstum beeinflussen, da ATP fur wichtige zellulare Prozesse benotigt

wird.

ABT-199, ein weiterer vielversprechender Wirkstoff, hat sich ebenfalls als wirksam bei
der Hemmung der Zellproliferation in verschiedenen Krebszelllinien, darunter auch
CRC, erwiesen. Dieser Effekt wird hauptsachlich durch die Hemmung des

anti-apoptotischen Proteins Bcl-2 und die Induktion von Apoptose vermittelt. Darlber
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hinaus kann ABT-199 den Zellzyklus beeinflussen, insbesondere durch die Induktion

eines G1-Phasenarrests.

Besonders bemerkenswert ist, dass die Kombinationstherapie von DMF und ABT-199
zu einer verstarkten Zelltodinduktion und Hemmung der Zellproliferation flhrt, die GUber
die Wirkung der Einzeltherapien hinausgeht. Die Kombination induziert einen G1- und
G2-Phasenarrest im Zellzyklus und fuhrt zu einer signifikanten Autophagie-Induktion

in den Krebszellen.

Unsere Ergebnisse zeigen, dass DMF und ABT-199 vielversprechende Ansatze fur die
Behandlung des CRC sein kdnnten. Insbesondere in ihrer Kombination hemmen sie
das Wachstum von Krebszellen, beeinflussen den Zellzyklus und induzieren Zelltod
sowie Autophagie. Diese Erkenntnisse konnten als Grundlage flur weitere Forschung
und klinische Studien dienen und moglicherweise neue Behandlungsmaoglichkeiten fur
verschiedene Krebsarten, einschliel3lich des kolorektalen Karzinoms, eroffnen.
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5 Zusammenfassung

Das kolorektale Karzinom (CRC) ist weltweit die dritthaufigste maligne Tumorentitat
und zweithaufigste krebsbedingte Todesursache (Bray et al. 2024). Aufgrund haufiger
Resistenzbildungen gegen etablierte medikamentose Therapien beim CRC, ist die
Identifikation neuer Behandlungsoptionen wichtig. Dimethylfumarat (DMF) ist ein fur
die Behandlung der Psoriasis und der Multiplen Sklerose zugelassenes Medikament,
welches daruber hinaus in Studien antitumorale Wirkungen zeigte. In einer klinischen
Phase-II-Studie zur DMF-Therapie konnte die Wirksamkeit bei CTCL nachgewiesen
werden. Es wurde jedoch ein unterschiedliches Ansprechen der Patienten auf die
DMF-Therapie beobachtet und Resistenzen traten auf (Nicolay et al. 2023). Aus
diesem Grund haben wir uns in der vorliegenden Arbeit flr eine Kombinationstherapie
aus DMF und ABT-199 entschieden. Der Bcl-2-Inhibitor ABT-199 hat ebenfalls
krebshemmende Eigenschaften, welche bereits bei der Therapie der chronisch
lymphatischen Leukamie (CLL) und der akuten myeloischen Leukamie (AML) genutzt

werden.

Ziel dieser Arbeit war es, die Wirkung von DMF, ABT-199 sowie der Kombination
beider Wirkstoffe auf das CRC in vitro zu untersuchen und somit zu evaluieren, ob
diese Wirkstoffe als Monotherapie oder in Kombination als indikationstbergreifende

neue Behandlungsoption beim CRC in Frage kommen.

HierfUr wurde die humane CRC-Zelllinie HCT-116 verwendet. Die Zellviabilitat wurde
anhand der ATP-Spiegel luminometrisch bestimmt. Der mitochondriale O2-Verbrauch
wurde mittels Seahorse gemessen. Das mitochondriale Membranpotential (AWYm), der
Zelltod, die Zellproliferation sowie der Zellzyklus wurden durchflusszytometrisch
analysiert. Veranderungen an zellularen Cyclinen, Cyclin-abhangigen Kinasen (CDKs)

und Autophagie-Markern wurden auf Proteinebene im Western Blot untersucht.

Unter der Behandlung von HCT-116-Zellen mit DMF, ABT-199 oder der Kombination
beider Wirkstoffe zeigte sich eine reduzierte Zellviabilitat, gemessen anhand der
ATP-Menge in den Zellen. Der Grund fur die reduzierten ATP-Spiegel unter
DMF-Behandlung war eine eingeschrankte Funktion der mitochondrialen
Atmungskette, welche sich in der Hyperpolarisation des AWYm sowie einem reduzierten
mitochondrialen O2-Verbrauch ausdrickte. Als Folge des erniedrigten ATP-Angebots

konnten wir eine reduzierte Zellproliferation unter allen Behandlungsoptionen
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beobachten. Die Proliferationsinhibition war unter der Kombinationstherapie am
starksten ausgepragt mit einer um 28,2 % reduzierten Zellproliferation nach 48 h. Fur
die Proliferationsinhibition war auch ein Zellzyklusarrest verantwortlich, welcher durch
Veranderungen der Cyclin- und CDK-Spiegel hervorgerufen wurde. Die
Kombinationstherapie konnte in HCT-116-Zellen Zelltod und Autophagie induzieren,

die als Reaktion der Zellen auf das verminderte ATP-Angebot auftritt.

ATP-Synthase

i ABT-199

Mito. Respiration |,
Mito. Membranpotential T

! !

Proliferation Zelltod

Zellzyklus-Arrest Autophagie
Cycline {, CDKs {,

Abbildung 9: Grafische Zusammenfassung der Ergebnisse.

Zusammenfassend wird in dieser Arbeit gezeigt, dass sowohl DMF als auch ABT-199,
insbesondere aber die Kombination der beiden Wirkstoffe, das Tumorwachstum von
CRC-Zellen inhibieren. Dies geschieht insbesondere Uber den Einfluss auf den
Energiehaushalt der Zellen. Das verminderte ATP-Angebot resultiert in einer
reduzierten Proliferation sowie einer Autophagie-Induktion. Durch DMF und die
Kombinationstherapie konnte dartber hinaus signifikant Zelltod in HCT-116-Zellen
induziert werden (Abbildung 9). Zur weiteren Analyse der Wirksamkeit von DMF und
ABT-199 zur Behandlung des CRC mussen Experimente mit primaren Zellen in
Organoid-Modellen, in vivo-Experimente und klinische Studien angeschlossen

werden.
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6 Abkurzungsverzeichnis

ADP
AML
Apaf-1
ATP
Bcl-2
BH
CDK(s)
cFLIP
CLL
CRC
CTCL
DAPI
DMF
DMSO
DNA
EGFR
FCCP
FDA
GSH
HCC
IAPs
LC3
MS
NADH
Nf-kB
Nrf2
TMRE
TrxA1
VEGF
AW¥Ym

Adenosindiphosphat

akute myeloische Leukémie
Apoptose-auslésender Faktor-1
Adenosintriphosphat

B-cell lymphoma 2

Bcl-2 Homologie

Cyclin-abhéngige Kinase(n)

zelluldres FLICE-like inhibitory Protein

chronisch lymphatische Leukédmie

kolorektales Karzinom

kutanes T-Zell-Lymphom
4',6-Diamidino-2-phenylindol

Dimethylfumarat

Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinséure

epidermaler Wachstumsfaktor
Trifluoromethoxycarbonylcyanidephenylhydrazon
Food and Drug Administration

Gluthation

Hepatozelluldres Karzinom

Inhibitors of Apoptosis

Microtubule-associated protein 1A/1B light chain 3
Multiple Sklerose
Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Hydrid

nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’ of activated B-cells
nuclear factor erythroid-derived 2-like 2
Tetramethylrhodamine-Ethylester

Thioredoxin 1

vaskuléarer endothelialer Wachstumsfaktor
mitochondriales Membranpotential
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