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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Hepatozellulares Karzinom (HCC)

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) ist der haufigste primare Lebertumor bei
Erwachsenen und entsteht aus Hepatozyten oder ihren Vorlauferzellen (1). Das HCC
macht 75-85% aller primaren Lebertumoren aus, gefolgt vom intrahepatischen

Cholangiokarzinom als zweithaufigster Tumorentitat (2, 3).

1.1.1 Epidemiologie

Primare Lebertumore sind die sechsthaufigste Entitdt maligner Tumoren und die
dritthaufigste krebsbedingte Todesursache weltweit. 2022 wurden rund 865,000 neue
Falle und 757,948 Todesfalle durch das HCC weltweit registriert. Manner sind dabei
zwei- bis dreimal haufiger betroffen als Frauen. Die Inzidenzraten sind insbesondere
in Landern in Ost- und Sudostasien sowie Nord- und Westafrika hoch (2, 4). Die
weltweite Inzidenz primarer Lebertumoren nahm zwischen 1990 und 2015 um 75% zu.
Dieser Anstieg lasst sich groftenteils durch das Bevdlkerungswachstum und die
zunehmende Alterung der Bevodlkerung erklaren (5). Um die relative
Krankheitshaufigkeit zu analysieren, greift man auf die altersstandardisierte
Inzidenzrate (ASR) zuruck. Diese berucksichtigt sowohl die Bevolkerungszahl als auch
die Altersverteilung innerhalb einer Population. 2000-2019 war die ASR fur das HCC
und fur primare Lebertumoren global riicklaufig, wobei sich in den letzten Jahren ein
Plateau einstellte. Besonders in Ost- und Sudostasien, Ozeanien und Sub-Sahara-
Afrika war die ASR rucklaufig. Gleichzeitig nahm diese Rate in den meisten Landern
Europas, Amerikas, Nordafrikas und dem Nahen Osten zu (6-8).

Prognosen zufolge werden Inzidenz und Mortalitat primarer Lebertumoren in den
nachsten Jahren insgesamt weiter ansteigen. Zwischen 2020 und 2040 werde die
Inzidenz um 55% ansteigen, auf 1,4 Millionen neuer Falle 2040. Auch dieser Trend
reflektiere in erster Linie die stabilen Inzidenz-Raten und die wachsende sowie

alternde Bevdlkerung (9).

1.1.2 Risikofaktoren

In Gber 90% der Falle entwickelt sich das HCC auf dem Boden einer chronischen
Lebererkrankung (3). Unabhangig von der zugrunde liegenden Ursache ist die
Leberzirrhose der bedeutendste Risikofaktor fur die Entwicklung des HCCs (10, 11).

Sie ist gekennzeichnet durch die fortschreitende Zerstdérung der Leberstruktur
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Einleitung

und -funktion aufgrund einer entzundlichen Fibrosierung. Dieser Prozess tritt im
fortgeschrittenen Stadium bei Lebererkrankungen unterschiedlicher Ursachen auf
(12).

Ein grolRer Teil der globalen HCC-Falle entsteht bei Menschen mit chronischer
Hepatitis B (2019 41% der Falle) oder Hepatitis C (28,5%) (13). Ubergewicht, Diabetes
mellitus und das metabolische Syndrom férdern die Entstehung der metabolisch-
assoziierten steatotischen Lebererkrankung (engl.: Metabolic Dysfunction-associated
Steatotic Liver Disease, MASLD) und der metabolisch-assoziierten Steatohepatitis
(engl.: Metabolic Dysfunction-associated Steatohepatitis, MASH). Daraus kann sich
direkt oder Uber die Leberzirrhose ein HCC entwickeln (14-16). Weitere wichtige
Risikofaktoren sind Aflatoxin-Exposition, Alkohol- und Tabakkonsum (17-20). So lag
2019 in 18,4% eine alkohol-assoziierte Lebererkrankung zugrunde, in 6,8% MASLD
und in 5,3% andere weniger haufige Risikofaktoren (13).

In den Hochrisikolandern Asiens und Afrikas ist die hohe Inzidenz des HCC
vorwiegend auf eine hohe Pravalenz von Virushepatitiden und Aflatoxinexposition
zuruckzufuhren. Durch Impfungen gegen Hepatitis B, Behandlung chronischer
Hepatitis C und geringere Aflatoxinexposition sinkt die Pravalenz der
Hauptrisikofaktoren in diesen Gebieten und damit die Inzidenz des HCC (2, 6).

In westlichen Landern sind die meisten Falle auf Hepatitis C und Alkohol
zurlckzufuhren (5, 21). Die Zunahme in den letzten Jahrzehnten zumindest in den
Vereinigten Staaten ist vermutlich zu einem grof3en Teil auf die Infektionswelle mit dem
Hepatitis C Virus zwischen 1960 und 1980 zurickzuflihren (22). Des Weiteren ist die
Zahl der uUbergewichtigen und adiposen Menschen in den letzten Jahren deutlich
gestiegen. Diabetes und Ubergewicht stellen mit zunehmender Pravalenz immer
wichtiger werdende Risikofaktoren dar (14, 23-25). So sind in den USA bereits ca.
15-20% der HCC-Falle auf eine MASLD zurtckzufihren (14).

1.1.3 Pravention und Friiherkennung

Eine wichtige Rolle in der Pravention des HCC kommt der Behandlung
zugrundeliegender Erkrankungen zu. Einer Infektion mit Hepatitis B kann heutzutage
durch eine Impfung vorgebeugt werden. Diese ist in Deutschland als Teil der
Standardimmunisierungen bereits im Sauglingsalter empfohlen (26, 27). Des Weiteren
kénnen AufklarungsmalRnahmen, geschitzter Geschlechtsverkehr und Nadel- bzw.
Spritzenaustauschprogramme  flr Drogenkonsumierende entscheidend dazu

beitragen, die Transmission viraler Hepatitiden zu reduzieren. Im Falle einer Infektion
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gibt es heutzutage effektive Therapieoptionen, die die Virus- und Krankheitslast und
damit das Risiko fir die Entstehung des HCC reduzieren kénnen (28). Patientinnen
und Patienten mit nichtinsulinpflichtigem Diabetes mellitus wird die Behandlung mit
Metformin empfohlen. Zudem wird der Verzicht auf Alkohol empfohlen (27).

Friherkennungsprogramme gibt es fir Risiko-Patientinnen und -Patienten; so soll
Patientinnen und Patienten mit Leberzirrhose (Child-Pugh A oder B) sowie Personen,
die fur eine Lebertransplantation gelistet sind, eine halbjahrliche
Ultraschalluntersuchung angeboten werden. Diese kann gegebenenfalls durch die

Bestimmung des Alpha-Fetoproteins (AFP) erganzt werden (27, 29).

1.1.4 Diagnose

Das HCC wird in der Regel mittels bildgebender Verfahren (kontrastmittelverstarkter
Ultraschall, Magnetresonanztomographie oder Computertomographie) diagnostiziert,
da es ein sehr charakteristisches Kontrastmittelverhalten vorweist. Das Kontrastmittel
wird in der arteriellen Phase angereichert, in der portalvendsen Phase oder der
Spatphase wieder ausgewaschen, wodurch der Tumor kontrastmittelarmer erscheint
als das umgebende Gewebe. Bei unklarem Befund, in palliativen Situationen oder bei
verdachtiger Lasion in Betroffenen ohne Zirrhose sollte zusatzlich eine Biopsie
erfolgen. Bei Lasionen kleiner als 1 cm werden regelmafige Kontrollen empfohlen (27,
29)

1.1.5 Klassifikation und Prognose

Die Einteilung des HCC erfolgt Ublicherweise nach der Barcelona Clinic Liver Cancer
(BCLC) — Klassifikation in die Stadien 0, A - D (30). Diese wird auch von der Deutschen
Gesellschaft fur Gastroenterologie, Verdauungs- und Stoffwechselkrankheiten
(DGVS) in der HCC Leitlinie empfohlen (27). Es fliellen Tumorausbreitung,
allgemeiner Gesundheitszustand bzw. funktionale Leistungsfahigkeit (Performance
Status nach Eastern Cooperative Oncology Group, ECOG-PS) und die Leberfunktion
mit ein. Letztere ist insbesondere relevant, da die Behandlungsoptionen durch eine
eingeschrankte Leberfunktion eingeschrankt werden. Eine Diagnose in spaten Stadien
geht mit einer schlechteren Prognose einher.

Die BRIDGE-Studie (Datenerhebung 2005-2012) ergab, dass in Europa und
Nordamerika die meisten Falle des HCC erst in fortgeschrittenen Stadien (BCLC C)
diagnostiziert wurden, mit mehr als 50% der Diagnosen in den BCLC-Stadien C und

D. Dahingegen wurden in Taiwan und Japan die meisten Falle bereits in den
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BCLC-Stadien 0 oder A diagnostiziert. Dies sei vermutlich auf bessere
Friherkennungsprogramme zurlckzufihren (31). Die Statistik des SEER
(Surveillance, Epidemiology, and End Results Program) zeigt, dass in den USA nur
44% der primaren Leber- und intrahepatischen Gallenwegstumore im lokalisierten, auf
die Leber begrenzten Stadium diagnostiziert wurden (Daten von 2000-2022) (32).

Die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei primdrem Leberkrebs (Tumore der
Leberzellen und der intrahepatischen Gallengange) betragt in den USA ca. 22%, mit
einer Zunahme in den letzten Jahren (Stand 2025) (32). Zwischen 2010 und 2014
betrug die 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit bei Leberkrebs in den USA und den

meisten Landern Europas inklusive Deutschland 10-19% (33).

1.1.6 Therapie

In frlihen Stadien mit geringer Tumorausbreitung (bis 3 Herde mit bis zu 3 cm) und
gutem Gesundheitszustand (BCLC 0, A) sind kurative Ansatze verfugbar. Hierzu
gehoren an erster Stelle die Resektion, bei Irresektabilitat die Ablation (Radiofrequenz-
oder Mikrowellenablation), alternativ die selektive interne Radiotherapie (SIRT) oder
die Stereotaktische Radiotherapie (engl.: stereotactic body radiation therapy; SBRT).
Bei Patientinnen und Patienten innerhalb der sogenannten Milan-Kriterien (max. 1
Herd < 5 cm oder max. 3 Herde < 3 cm, Performance Status ECOG 0) besteht
aulderdem die Moglichkeit der Lebertransplantation (Abbildung 1) (29, 30). Im mittleren
Stadium (BCLC B) besteht in manchen Fallen — bei Betroffenen innerhalb der
erweiterten Transplantations-Kriterien — ebenfalls die Moglichkeit zur Transplantation
(27, 30). Alternativ kann mit Transarterieller Chemoembolisation (TACE) behandelt
werden, wobei die arteriellen Gefalle des Tumors gezielt embolisiert werden. Durch
die resultierende Hypoxie kann das bei der Intervention lokal injizierte
Chemotherapeutikum besser wirken (34). Bei erfolgreichem Downstaging kann eine
Lebertransplantation oder Resektion angeschlossen werden (29, 30).

Bei diffusem, infiltrativem Wachstum im BCLC Stadium B, Kontraindikationen gegen
andere Therapieoptionen oder Therapieversagen kann eine systemische Therapie
durchgefihrt werden. Diese wird ebenfalls durchgefiihrt bei fortgeschrittenem Stadium
(Gefallinvasion, extrahepatische Metastasierung) oder reduziertem Allgemeinzustand
(Performance Status ECOG 1-2) (BCLC C). Hierfur stehen verschiedene Medikamente
zur Verfugung (vgl. Abbildung 1, 1.1.7) (3, 19, 27, 29, 30). Insgesamt erhalten ca.
50-60% aller Betroffenen eine systemische Therapie, entweder aufgrund einer

Diagnose in fortgeschrittenem Stadium oder bei Progress nach chirurgischer oder
7
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lokoregionarer Therapie (3). Die Behandlung mit systemischer Therapie verfolgt in der
Regel einen palliativen Ansatz. Das mittlere Uberleben ist wesentlich schlechter als in
frGhen Stadien (30, 32).

Patientinnen und Patienten mit stark eingeschrankter Leberfunktion bzw. sehr
schlechtem Gesundheitszustand (BCLC Stadium D) sollten symptomatisch behandelt
werden (30).

Sehr frithes Stadium (0) Friilhes Stadium (A) Mittleres Stadium (B) Fortgeschrittenes Stadium (C) Endstadium (D)

Einzelner Knoten < 2cm, Einzelner bis 3 Knoten Multiple Knoten, Portalveneninvasion und/ oder stark eingeschrankte
erhaltene Leberfunktion, < 3cm, erhaltene erhaltene extrahepatische Metastasen, Leberfunation PS 3.4
PSO Leberfunktion, PS 0 Leberfunktion, PS 0 erhaltene Leberfunktion, PS 1-2 g
|
Erweiterte gut definierte diffus,
Transplantations- Knoten, erhaltener infiltrativ,
kriterien Portalvenenfluss, bilobar
selektiver Zugang Beste
unterstiitzende
l Behandlung (Best
Supportive Care)
Kurative Verfahren
Ablation, Resektion, Transplantation TACE

Transplantation

stemische Therapie
Nicht durchfuhrbar/ | J Sy P
Therapieversagen erfolgreiches Erstlinie Zweitlinie Drittlinie

Downstaging

Azetolizumab
TACE |— 1 + Bevacizumab
oder
Nicht durchfiihrbar/ Tremelimumab o
i + Durvalumab inische o
Therapieversagen mab. |, Studions Gabozantinib
I, indikation Sorafenib (Regorafenib,
Ramucirumab*)
Durvalumab
oder
Legende Lenvatinib
PS: Peformance Status oder Ramuciru mab*,
TACE: Transarterielle Chemoembolisation Sorafenip —— Cabozantinib,
*AFP > 400 ng/ml Regorafenib

Abbildung 1: Therapieschema bei Hepatozellularem Karzinom nach BCLC

Die Therapie des Hepatozellularen Karzinoms hangt von Stadium, Leberfunktion und allgemeinem
Gesundheitszustand ab. Je nach BCLC-Stadium stehen kurative Verfahren wie Ablation, Resektion
oder Transplantation, oder systemische Therapien zur Verfiigung. Schema vereinfacht nach den
Richtlinien der BCLC (30), erstellt mit biorender.com. BCLC: Barcelona Clinic Liver Cancer, PS:
Performance Status nach Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG), TACE: Transarterielle
Chemoembolisation, AFP: Alpha-Fetoprotein.

1.1.7 Systemische Therapie

Uber viele Jahre war der Multikinaseinhibitor Sorafenib die einzige wirksame
systemische Therapie fir ein fortgeschrittenes HCC. In der SHARP-Studie
(Datenerhebung bis 2006) verlangerte Sorafenib das mediane Gesamtuberleben auf
10,7 Monate und damit um drei Monate im Vergleich zum Placebo (35). In neueren
Studien konnte ein medianes Gesamtuberleben von 14,7 Monaten (CheckMate-459,
Datenerhebung bis 2019) bzw. 13,4 Monaten (IMbrave150, Datenerhebung bis 2020)
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mit Sorafenib erreicht werden, was sich unter anderem durch verbesserte Supportiv-
und Folgetherapien erklaren lasst (36, 37).

Die IMbrave150-Studie  zeigte, dass die Kombination aus dem
PD-L1-neutralisierenden Antikorper Atezolizumab und dem VEGF-neutralisierenden
Antikdrper Bevacizumab das mediane Gesamtuberleben auf 19,2 Monate verlangerte.
Zudem betrug das progressionsfreie Uberleben 6,9 Monate im Vergleich zu 4,3
Monaten unter Sorafenib (37, 38). Atezolizumab ist ein Immuncheckpoint-Inhibitor und
fordert die Immunantwort des Korpers gegen den Tumor. Als neutralisierender
Antikdrper gegen VEGF moduliert Bevacizumab die Angiogenese des Tumors und
vermindert so die Gefal- und damit Nahrstoffversorgung des Tumors (39). Die
Kombination wurde 2020 von der Food and Drug Administration (FDA, USA) und der
European Medicines Agency (EMA) zugelassen und ist mittlerweile die bevorzugte
Erstlinientherapie bei fortgeschrittenem HCC (Abbildung 1) (3, 19, 27, 30). Im Jahr
2022 wurde die Kombination aus den Immuncheckpoint-Inhibitoren Tremelimumab,
einem CTLA-4-neutralisierenden  Antikérper, und Durvalumab, einem PD-L1-
neutralisierenden Antikorper, als weitere Erstlinientherapie von der FDA zugelassen.
In der HIMALAYA-Studie (Datenerhebung bis 2021) erreichte diese Kombination ein
medianes Gesamtiberleben von 16,4 Monaten im Vergleich zu 13,8 Monaten unter
Sorafenib (40, 41). Eine weitere Kombinationstherapie, Ipilimumab, ein CTLA-4-
neutralisierender  Antikdrper, in  Kombination mit Nivolumab, einem PD-1-
neutralisierenden Antikdrper, wurde in der CheckMate-9DW Studie untersucht
(NCT04039607, CheckMate-9DW) (42). Der Ausschuss flur Humanarzneimittel (engl.:
Committee for Medicinal Products for Human Use, CHMP) der Europaischen
Arzneimittel-Agentur (EMA) hat am 31.01.2025 die Zulassung von Nivolumab plus
Ipilimumab fur die Erstlinienbehandlung erwachsener Patientinnen und Patienten mit
inoperablem oder fortgeschrittenem HCC empfohlen (43). Die Empfehlung basiert auf
den Ergebnissen der Kklinischen Phase-llI-Studie CheckMate-9DW, die eine
signifikante Verbesserung der Gesamtuberlebenszeit mit Nivolumab plus Ipilimumab
im Vergleich zu Lenvatinib oder Sorafenib belegen.

Bei Kontraindikationen gegen Immuntherapien sollen Sorafenib oder Lenvatinib
eingesetzt werden. Lenvatinib ist ein weiterer Multikinaseinhibitor, der sich als ebenso
effektiv wie Sorafenib erwies (REFLECT, Datenerhebung bis 2015) (30, 44). Durch die
Kinase-Inhibition hemmen beide Substanzen die Tumor-Angiogenese und die
Proliferation (45, 46).
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Weitere Behandlungsoptionen werden derzeit in Studien untersucht, darunter die
Kombination von Lenvatinib mit Immuncheckpoint-Inhibitoren (47) und die
Kombination aus Systemtherapie und regionalen Verfahren wie TACE oder Ablation
(48, 49).

Ungefahr 30 — 50 % der Betroffenen erhalten eine Zweitlinientherapie (11). Als
Zweitlinientherapie nach Sorafenib stehen Regorafenib, Cabozantinib und
Ramucirumab (bei AFP = 400 ng/ml) zur Verfugung (30, 50, 51) (Abbildung 1). Zur
Wirksamkeit von Zweitlinientherapien nach Atezolizumab + Bevacizumab fehlen noch
klinische Daten. In der S3-Leitlinie ,Diagnostik und Therapie des Hepatozellularen
Karzinoms® der DGVS wird nach Progress unter Atezolizumab + Bevacizumab oder
Tremelimumab + Durvalumab die Gabe von Sorafenib empfohlen (27).

Trotz der verfugbaren Therapien ist die Prognose beim HCC im fortgeschrittenen
Stadium ungunstig (3, 30, 51, 52). Das HCC ist therapieresistent, weshalb dringend

neue therapeutische Alternativen bendtigt werden.

1.1.8 Molekularer Hintergrund

Die Anhaufung von somatischen und epigenetischen Alterationen spielt eine wichtige
Rolle in der Entstehung des HCC. Im Schnitt weist jedes HCC ca. 60-70 somatische
Mutationen auf. Die haufigste somatische Mutation im HCC betrifft die Promotorregion
des Telomerase Reverse Transcriptase (TERT) Gens (60%). Dies fuhrt zu einer
vermehrten Expression der Telomerase, wodurch die Zellseneszenz verhindert wird
und sich die Zellen kontinuierlich teilen. Dabei kommt es zur Anhaufung von Fehlern
(53). Am zweithaufigsten ist das Gen CTNNB1 betroffen. Dieses und weitere mutierte
Gene wie AXIN1 oder APC fihren zur Aktivierung des Wnt-R3-Catenin-Signalwegs
(54% der HCC-Falle) (11, 54). Dies tragt Uber verschiedene Mechanismen zur
Tumorentwicklung und Resistenz gegenliber Chemotherapeutika bei (55, 56). TP53,
welches fur das Protein p53 kodiert, ist in ca. 25% der Falle mutiert (54). P53 ist ein
Tumorsuppressor, der bei DNA (engl.: Desoxyribonucleic acid;
Desoxyribonukleinsdure) — Schadigung Zellzyklusarrest, DNA-Reparatur oder
Apoptose, also Zelltod, einleitet und so verhindert, dass mutierte DNA durch Zellteilung
weitergegeben wird (57). Mutation und Funktionsverlust des Proteins p53 fordern unter
anderem Tumorentstehung und -wachstum sowie Metastasenbildung und eine
verringerte Wirksamkeit vieler Chemotherapeutika (58, 59). Insgesamt ist der
Zellzyklussignalweg in ungefahr der Halfte der HCC verandert (54).
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Daneben sind im HCC weitere Signalwege verandert, welche bei der Apoptose eine
Rolle spielen, wie der TGF-R-Signalweg, Todesrezeptorsignalwege oder
Wachstumsfaktor-Signalwege (60, 61).

Unter anderem kann es so durch verschiedene genetische Veranderungen zu einem
Ungleichgewicht zwischen pro- und anti-apoptotischen Mitgliedern der BCL-2 (B-cell
lymphoma 2) Familie kommen (62). Diese spielen eine wichtige Rolle bei der
Regulierung der Apoptose. Bei apoptotischen Signalen wie DNA-Schadigung werden
die pro-apoptotischen Moleklle Bax (Bcl-2-associated X protein) und Bak (Bcl-2
Homologous Antagonist Killer) aktiviert, woraufhin sie Apoptose einleiten. Ohne
apoptotischen Stimulus werden Bax und Bak von anti-apoptotischen BCL-2 Moleklen,
z.B. Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1), Bcl-2 und Bcl-XL (B-cell lymphoma-extra large)
inhibiert (63). Ein Ubergewicht der anti-apoptotischen BCL-2-Molekiile vermittelt
erhohte Apoptoseresistenz.

Zusatzlich sind im HCC der MAP-Kinase und der Phosphoinositid 3-Kinase (PI3K)-
AKT-mTOR Signalweg durch verschiedene Mutationen oft Gberaktiviert (54, 64). Dies
sind Signalwege, die unter anderem durch Tyrosinkinaserezeptoren aktiviert werden
und Proliferation und Differenzierung regulieren. Es sind au3erdem oft Chromatin-
Remodelling-Komplexe verandert, sowie epigenetische Regulatoren, der IL6-JAK-

STAT Signalweg und Signalwege des oxidativen Stresses (54).

1.2 Apoptose

Apoptose ist eine Form des regulierten Zelltods (engl.: Regulated cell death, RCD), die
eine zentrale Rolle bei der Aufrechterhaltung des Gewebegleichgewichts sowie bei der
Beseitigung geschadigter oder Uberflissiger Zellen spielt. Sie verlauft in einem
hochregulierten, energieabhangigen Prozess, der durch intrazellulare Signalkaskaden
gesteuert wird. Charakteristische Merkmale der Apoptose sind Zellschrumpfung,
Chromatinkondensation, DNA-Fragmentierung und die Bildung von apoptotischen
Korperchen, die schlielllich von Phagozyten aufgenommen werden. Dabei bleibt die
Zellmembran intakt, wodurch keine Entzindungsreaktion ausgelost wird. Apoptose
kann durch verschiedene Stimuli initiiert werden, wobei zwischen dem intrinsischen
und dem extrinsischen Apoptosesignalweg unterschieden wird (65).

Neben der Apoptose existieren zahlreiche weitere Formen des regulierten Zelltods, die
sich sowohl hinsichtlich ihrer molekularen Signalwege als auch ihrer morphologischen

Merkmale voneinander unterscheiden. Eine wichtige Form ist die Necroptose, eine
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regulierte Variante der Nekrose. Sie ahnelt der klassischen, unkontrollierten Nekrose
in ihrem Erscheinungsbild, wird jedoch durch spezifische Signalwege vermittelt,
insbesondere durch die Proteine RIPK1, RIPK3 und MLKL. Die Zellmembran verliert
dabei ihre Integritat, wodurch intrazellulare Bestandteile freigesetzt werden und eine
ausgepragte Entzindungsreaktion ausgelost wird. Necroptose spielt eine bedeutende
Rolle in der Immunabwehr, insbesondere bei der Reaktion auf virale Infektionen und
in entzindlichen Prozessen.

Eine weitere Form ist die Pyroptose, ein stark entztndlicher Zelltod, der typischerweise
in Immunzellen auftritt. Ausgelost wird sie durch die Aktivierung sogenannter
Inflammasomen, die zur Spaltung und Aktivierung des Proteins Gasdermin D fihren.
Gasdermin D bildet Poren in der Zellmembran, was zum Austritt proinflammatorischer
Zytokine und zum Zelltod fuhrt. Pyroptose ist insbesondere bei bakteriellen Infektionen
und in der angeborenen Immunantwort von zentraler Bedeutung.

Die Ferroptose stellt eine weitere, mechanistisch klar abgegrenzte Form des
regulierten Zelltods dar. Sie ist abhangig von der Verfugbarkeit von Eisen und
gekennzeichnet durch die Anhaufung von Lipidperoxiden infolge oxidativen Stresses.
Ferroptose unterscheidet sich deutlich von anderen Zelltodformen hinsichtlich
Morphologie und biochemischer Regulation und ist insbesondere im Kontext von
Tumorerkrankungen, neurodegenerativen Prozessen und Ischamieschaden von
Interesse.

Der sogenannte Autophagie-assoziierte Zelltod beschreibt einen Sonderfall, bei dem
zelleigene Bestandteile durch den Autophagieapparat abgebaut werden. Obwohl
Autophagie primar einen Uberlebensférdernden Mechanismus darstellt, kann sie unter
bestimmten pathologischen Bedingungen in einen Zelltodprozess minden.

Im Gegensatz zu den verschiedenen Formen regulierten Zelltods ist Nekrose ein
unkontrollierter, meist pathologischer Zelltod, der durch &uRere Einflisse wie
Sauerstoffmangel, Infektionen oder toxische Substanzen ausgel6st wird. Dabei kommt
es zum Anschwellen der Zelle, zur Auflosung der Membranstruktur und zur
unkontrollierten  Freisetzung  zellularer Bestandteile, was haufig eine
EntzGndungsreaktion hervorruft (63, 66, 67).

Diese verschiedenen Zelltodformen erfillen unterschiedliche physiologische und
pathophysiologische Funktionen und stehen oftmals miteinander in Wechselwirkung.

Ihre genaue Unterscheidung und Regulation ist insbesondere fur die Entwicklung
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therapeutischer Ansatze in der Krebsforschung, bei neurodegenerativen

Erkrankungen oder im Bereich der Immunologie von grof3er Bedeutung.

1.2.1 Intrinsische Apoptose

Intrinsische  Apoptose wird z.B. durch DNA-Schadigung, Entzug von
Wachstumsfaktoren, oxidativen Stress oder Storungen des Endoplasmatischen
Retikulums (ER-Stress) ausgelost (63). Diese Storungen werden durch verschiedene
Mechanismen, z.B. durch den Tumorsuppressor p53, ,detektiert, wodurch es
transkriptionell oder post-transkriptionell zur Induktion von sogenannten BH3 (BCL-2-
Homologie-Domane 3) — only Proteinen kommt. Dies fuhrt wiederum zur Aktivierung
der pro-apoptotischen Molekule Bax und Bak (68, 69). Diese bilden Poren in der
aulleren mitochondrialen Membran der Mitochondrien und verursachen so einen
Permeabilitatsanstieg der Membran (engl.: Mitochondrial Outer Membrane
Permeabilisation, MOMP). Dadurch wird unter anderem Cytochrom ¢ aus dem
Intermembranraum der Mitochondrien freigesetzt (63, 69). Cytochrom c veranlasst die
Oligomerisierung von APAF-1 (Apoptotic Protease-activating Factor 1), welches die
Procaspase 9 rekrutiert. Zusammen bilden sie das Apoptosom. Durch die Bindung im
Apoptosom ist die (Pro-) caspase 9 aktiv und spaltet dann die Effektorcaspasen 3 und
7 (69-71). Diese werden durch die Spaltung aktiviert und spalten wiederum zahlreiche
Zellbestandteile, darunter PARP (Poly(ADP-ribose)-Polymerasen), sodass die Zelle
letztlich durch Apoptose stirbt (Abbildung 2) (63, 69, 72).

1.2.2 Extrinsische Apoptose

Die extrinsische Apoptose wird gezielt durch die Stimulation von Todesrezeptoren an
der Plasmamembran initiiert (63). Hierbei binden spezifische Liganden an
Todesrezeptoren (TNFR1, FAS/CD95, TRAILR1, TRAILR2, DR3, DR6, EDAR, NGFR)
(73). Daraufhin bildet sich je nach Rezeptor und zellularen Signalmolektlen einer von
drei Multiproteinkomplexen: der Death-Inducing Signaling Complex (DISC), Komplex |
oder Komplex II. Bei Aktivierung von TNFR1 bildet sich zunachst Komplex | an der
Innenseite des Rezeptors. Dieser besteht aus TNFR1, TNF, TRADD, TRAF1/2 und
RIP und aktiviert den Uberlebens- und Entziindungssignalweg NF-kB (73). In
Abhangigkeit verschiedener Faktoren, wie dem Ubiquitinierungsstatus von RIP, kann
der Komplex ins Zytosol translozieren. Dort werden FADD, Procaspasen 8/10 und
FLIP rekrutiert, um den Komplex |l zu bilden. Dieser induziert extrinsische Apoptose
(63). FAS/CD95, TRAILR1 und TRAILR2 bilden bei Bindung des passenden Liganden
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an der Innenseite des Rezeptors den DISC. Dieser besteht aus oligomerisierten
Rezeptoren, dem Adaptorprotein FADD, den Procaspasen 8 und 10 sowie dem FLICE-
inhibitory protein (FLIPS/L). An diesem sogenannten death-inducing signaling complex
(DISC) werden die Caspasen 8 bzw. 10 aktiviert (73). Caspase 8 spaltet und aktiviert
die Effektorcaspasen 3 und 7 (63). In Typ | Zellen (Thymozyten, reife Lymphozyten)
genugt das, um Apoptose auszuldsen. In Typ Il Zellen (Hepatozyten, die meisten
Krebszellen) wird die Aktivierung der Caspasen 3 und 7 durch XIAP (X-linked Inhibitor
of Apoptosis Protein) inhibiert (63). XIAP gehort zur Proteinfamilie IAP (Inhibitor of
Apoptosis) und inhibiert die Caspasen 3 und 7 sowie die Procaspase 9 (74). In Typ Il
Zellen ist deshalb eine Schnittstelle mit der intrinsischen Apoptose notwendig, um

Apoptose auszulosen.

1.2.3 Schnittstelle zwischen intrinsischer und extrinsischer Apoptose
Aktivierte Caspase 8 spaltet zusatzlich Bid, ein pro-apoptotisches BCL-2 Molekdl.
Gespaltenes Bid (engl.: truncated Bid, tBid) wandert zur auf3eren mitochondrialen
Membran, wo es die pro-apoptotischen BCL-2 Molekile Bax und Bak aktiviert. Dies
fuhrt zur Oligomerisierung von Bax und Bak und zur Bildung von Poren. Dadurch
kommt es zur Permeabilisierung der mitochondrialen Membran (MOMP) und zur
Freisetzung von Cytochrom ¢, wodurch sich das Apoptosom bildet und Caspase 9
aktiviert wird, welche weiter die Caspasen 3 und 7 spaltet und aktiviert (63, 75). Bei
MOMP werden neben Cytochrom c weitere Molekile aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien freigesetzt, darunter Smac/DIABLO (Second Mitochondria-derived
Activator of Caspases/Direct IAP-Binding Protein with Low pl). Smac/DIABLO inhibiert
IAPs, welche wiederum Caspasen inhibieren. Durch die Freisetzung von
Smac/DIABLO wird die Inhibition der Caspasen aufgehoben, sodass diese ihre
proteolytische Aktivitat entfalten kénnen (66, 76, 77).
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Abbildung 2: BH3-Mimetika induzieren intrinsische Apoptose

BH3-Mimetika inhibieren anti-apoptotische BCL-2 Molekiile. Das setzt sowohl Bax und Bak, als auch
BH3-only Proteine frei, welche ansonsten von anti-apoptotischen BCL-2 Molekilen inhibiert werden. Es
bilden sich Bax/ Bak Oligomere, welche Poren in der auReren mitochondrialen Membran verursachen
(engl.: Mitochondrial Outer Membrane Permeabilization, MOMP). Es wird u.a. Cytochrom ¢ aus dem
Intermembranraum freigesetzt. Dieses bildet zusammen mit APAF-1 und Procaspase 9 das Apoptosom.
Dadurch wird die Procaspase 9 aktiviert und spaltet die Effektorcaspasen 3 und 7, welche wiederum
verschiedene zellulare Bestandteile spalten, wodurch es zur Apoptose kommt. Abbildung modifiziert
nach (78), erstellt mit biorender.com.

1.2.4 Die BCL-2 Familie

Die intrinsische Apoptose wird durch pro- und anti-apoptotische Mitglieder der BCL-2
Familie reguliert (Abbildung 2) (79, 80). Diese Proteinfamilie besteht aus drei
funktionell zusammenhangenden Gruppen, die sich strukturell durch sogenannte BCL-
2-Homologie-Domanen (BH-Domanen) ahneln.

Zur Gruppe der anti-apoptotischen BCL-2-Proteine gehéren Bcl-2, Mcl-1, Bcl-XL,
Bcl-W (auch bekannt als BCL2L2), A1 (beim Menschen auch BFL1 genannt) und Bcl-B
(auch BCL2L10). Die zweite Gruppe umfasst die pro-apoptotischen Proteine Bax, Bak
und Bok. Diese Molekule tragen jeweils vier BH-Domanen, ebenso wie die Mitglieder
der anti-apoptotischen Gruppe. Die dritte Gruppe besteht ebenfalls aus pro-

apoptotischen Proteinen, darunter Bim, Puma, Bid, Bad, Noxa, Bmf, Bik und Hrk. Im
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Gegensatz zu den anderen beiden Gruppen besitzen sie nur eine einzelne
BH-Domane (BH3) und werden daher als BH3-only-Proteine bezeichnet (81).
Intrinsische Apoptose wird eingeleitet, wenn Bax und Bak aktiviert werden und
daraufhin Homodimere bilden. Aus den Dimeren entstehen Oligomere, welche Poren
in der aulderen mitochondrialen Membran bilden, was zu MOMP fuhrt (82). Wie oben
beschrieben, wird dadurch intrinsische Apoptose eingeleitet (1.2.1).

Die Aktivierung von Bax und Bak wird durch Interaktion mit anderen BCL-2 Molektilen
beeinflusst. Bei einem apoptotischen Stimulus werden BH3-only Proteine
transkriptionell oder post-transkriptionell induziert (81). Beispielsweise wird die
Transkription von Bim durch Zytokinentzug und ER-Stress induziert, und Puma und
Noxa werden durch p53 transkriptionell hochreguliert (83—86). Aullerdem werden
BH3-only Proteine post-transkriptionell z.B. durch Phosphorylierung reguliert (68). Bid
wird, wie bereits beschrieben, durch Caspase 8 gespalten und kann dann Bax und Bak
aktivieren (87).

Nach aktuellen Modellen wirken BH3-only Proteine auf zwei verschiedene Weisen: als
Aktivatoren und als Sensitizer. Aktivatoren fordern die Aktivierung von Bax und Bak,
indem sie eine Konformationsanderung katalysieren. Dadurch wird die zuvor
verborgene BH3-Domane von Bax und Bak exponiert, was ihre pro-apoptotische
Funktion ermdglicht (63). Die veranderte Konformation ermdglicht die Interaktion mit
weiteren Bax/Bak Molekulen, was zur Bildung von Homodimeren fuhrt (81). Zu den
Aktivatoren gehoren Bim, Bid und Puma (88).

Sowohl Bax/Bak als auch BH3-only Proteine kdnnen durch ihre BH3-Domane auch mit
anti-apoptotischen BCL-2 Molekilen interagieren. Dadurch werden sie sequestriert
(gefangen gehalten), wodurch die Bildung von Bax-/Bak-Dimeren inhibiert wird (63).
Sensitizer-BH3-only Proteine binden an anti-apoptotische BCL-2-Proteine und
hemmen deren Funktion. Diese Bindung erfolgt kompetitiv zur Interaktion der anti-
apoptotischen BCL-2-Proteine mit Bax/Bak und den Aktivatoren. Dadurch kdénnen
Sensitizer Bax, Bak und Aktivatoren aus der Bindung mit den anti-apoptotischen
Molekulen freisetzen, wodurch die Dimerisierung von Bax und Bak ermdglicht wird —
ein entscheidender Schritt fur die Induktion der Apoptose (89). Zu den Sensitizern
gehoren Bad, Noxa und Hrk (88).

1.2.5 Apoptose- und Therapieresistenz in Tumoren
Im Verlauf der Tumorentwicklung treten verschiedene genetische, epigenetische und

zellulare Veranderungen in den betroffenen Zellen sowie in ihrer Mikroumgebung auf.
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Diese Veranderungen fuhren zur Entstehung charakteristischer Merkmale, die fur die
Tumorentstehung und -progression essenziell sind und daher bei malignen Tumoren
aller Entitaten beobachtet werden konnen.

Hanahan und Weinberg haben diese Merkmale als Hallmarks of Cancer beschrieben.
Dazu zahlen unter anderem die Aufrechterhaltung proliferativer Signale, Resistenz
gegenuber Zelltod, replikative Immortalitat — also unbegrenzte Teilbarkeit —, die
Induktion von oder der Zugang zu Blutgefallen sowie die Fahigkeit, der Zerstérung
durch das Immunsystem zu entgehen (90, 91). Diese Merkmale sind entscheidend fur
die Entstehung und das Uberleben von Tumoren und bieten daher vielversprechende
Angriffspunkte flr zielgerichtete Therapien. Beispielsweise kann die Angiogenese
durch Antikérper gegen den vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF), wie
Bevacizumab, gehemmt werden. Das Immunsystem Ilasst sich durch
Immuncheckpoint-Inhibitoren, etwa Atezolizumab, aktivieren. Zudem kann die
Weiterleitung von Wachstumssignalen durch Rezeptorantikorper oder Tyrosinkinase-
Inhibitoren gezielt unterbrochen werden (90).

FUr diese Arbeit ist besonders die Resistenz gegenuber der Induktion von Apoptose
als therapeutischer Angriffspunkt von Bedeutung. So ist ein gestortes Gleichgewicht
zwischen pro- und anti-apoptotischen BCL-2-Proteinen ein wichtiger zentraler
Mechanismus, der zur Apoptoseresistenz beitragt (92). Sind anti-apoptotische BCL-2
Molekiile im Ubergewicht, neutralisieren sie die BH3-only Proteine sowie Bax und Bak,
sodass die Zelle Uberlebt. Erhdhte Expression anti-apoptotischer BCL-2 Molekule oder
eine verringerte Expression pro-apoptotischer BCL-2 Molekile bewahrt die Zellen vor
Apoptose (93, 94).

BH3-only Proteine spielen eine wesentliche Rolle im Gleichgewicht zwischen
Uberleben und Apoptose (68). Sie werden durch einige Tumortherapeutika indirekt
aktiviert, z.B. Uber p53 oder Glukokortikoidrezeptorsignalwege (95, 96). Diese
Signalwege sind aber oft verandert, z.B. durch Mutation, Deletion oder epigenetische
Suppression beteiligter Proteine (97). Dies resultiert in Resistenzen gegenuber
Chemotherapeutika, zielgerichteten Therapien und Immun-Therapien.

Um diese Resistenzen zu Uberwinden und direkt Apoptose zu induzieren, wurden
BH3-Mimetika entwickelt (98).
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1.3 BH3-Mimetika

BH3-Mimetika sind kleine Molekule oder modifizierte Peptide, die die Funktion der
BH3-only Proteine nachahmen und anti-apoptotische BCL-2 Molekule inhibieren (99).
Dadurch werden Bax und Bak aktiviert, was zur Freisetzung von Cytochrom c aus den
Mitochondrien fuhrt und Apoptose induziert (Abbildung 2). Abbott Laboratories (heute
AbbVie) und Idun entwickelten das erste BH3-Mimetikum, ABT-737, das gezielt die
anti-apoptotischen Proteine Bcl-2, Bcl-XL und Bcl-W inhibiert (98, 100, 101). Seitdem
wurden einige weitere BH3-Mimetika entwickelt. Einen Uberblick Gber praklinisch und
klinisch getestete BH3-Mimetika geben D’Aguanno und Del Bufalo (102), sowie
Townsend et al. (103).

1.3.1 ABT-199/ Venetoclax

Der selektive Bcl-2 Inhibitor ABT-199 (Venetoclax), entwickelt von AbbVie,
Genentech/Roche und dem Walter and Eliza Hall Institute (104), ist bisher (Stand
2025) das einzige klinisch zugelassene Medikament dieser Klasse. Die FDA erteilte
2016 erstmals die Zulassung fur Patientinnen und Patienten mit Chronisch
Lymphatischer Leukémie (CLL) und einer 17p Deletion, die bereits mindestens eine
Therapie erhalten hatten (105, 106). Mittlerweile ist es von der FDA fur Patientinnen
und Patienten mit CLL oder kleinzelligem B-Zelllymphom (engl.: Small Lymphocytic
Lymphoma, SLL) ungeachtet des Mutationsstatus zugelassen, entweder als
Monotherapie oder in Kombination mit Obinutuzumab oder Rituximab. Bei Akuter
Myeloischer Leukamie (AML) ist es in Kombination mit Azacitidin, Decitabin oder
Cytarabin fur Patientinnen und Patienten, die alter als 75 Jahre alt sind oder eine
Kontraindikation flr die Standardbehandlung haben, zugelassen (107). Von der
European Medicines Agency (EMA) liegt eine Zulassung fur Venetoclax alleine oder
in Kombination mit Obinutuzumab oder Rituximab fur verschiedene Gruppen von
Patientinnen und Patienten mit CLL vor, sowie fur Patientinnen und Patienten mit AML
und Kontraindikation fur intensive Chemotherapie, hier in Kombination mit Azacitidin
oder Decitabin (108).

ABT-199 wird in Kombination mit verschiedenen anderen Wirkstoffen in klinischen
Studien bei verschiedenen Tumorentitdten getestet (103, 109), unter anderem in
Kombination mit Ibrutinib und Anti-CD20-Antikbrper im Mantelzelllymphom
(NCT04802590), mit 6-Mercaptopurin in AML (NCT05506332) und mit Inotuzumab in
B-ALL (NCT05016947) (110), auRerdem in Nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom
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(engl.: non small cell lung cancer, NSCLC) in Kombination mit dem PD-1-Inhibitor
Budigalimab (NCT03000257) (111).

Bei Patientinnen und Patienten mit CLL wurde von einem sehr guten Ansprechen auch
bei Rezidiv berichtet (79% Ansprechen und 20% komplette Remission, NCT01328626)
(106). Dennoch kommt es zu Resistenzen. Ein moglicher Resistenzmechanismus
gegeniiber ABT-199 ist die Uberexpression anderer anti-apoptotischer Molekiile wie
Mcl-1 und/ oder Bcl-XL (112).

1.3.2 MIK665/ S64315

S63845 ist ein von Servier und Vernalis entwickeltes Molekul, welches selektiv das
anti-apoptotische Protein Mcl-1 hemmt. In Mausmodellen zeigte es Wirksamkeit
sowohl bei hamatologischen als auch bei soliden Tumoren (113). Das daraus
entwickelte Therapeutikum MIK665/S64315 wird in verschiedenen klinischen Studien
fur bestimmte hamatologische Malignome untersucht, unter anderem in einer
mittlerweile beendeten klinischen Studie Phase | in Kombination mit ABT-199 in Akuter
Myeloischer Leukdmie (AML) (NCT03672695) (102, 103, 114). In einer aktuellen
klinischen Studie wird ABT-199 in AML, Myelodysplastischem Syndrom (MDS) oder
chronischer myelomonozytarer Leukamie (CMML) mit S227928 kombiniert, einem
antikorperbasierten Wirkstoff-Konjugat, das MIK665 mit einem monoklonalen Anti-
CD74-Antikorper koppelt (NCT06563804) (115).

1.4 Anti-apoptotische BCL-2 Molekiile und BH3-Mimetika in soliden

Tumoren

Die Uberexpression von Bcl-2 und dessen Rolle fir die Tumorentstehung
und -progression wurde zuerst bei B-Zell-Lymphomen festgestellt (116). Die Rolle anti-
apoptotischer BCL-2 Molekule ist besonders in hamatologischen Malignomen von
Bedeutung und dementsprechend gut untersucht (88). Einige hamatologische
Malignome, insbesondere CLL, Uberexprimieren vorwiegend ein einzelnes anti-
apoptotisches Mitglied der BCL-2 Familie — haufig das namensgebende Protein Bcl-2.
Sie sind besonders von diesem abhangig und sprechen deshalb auf die Behandlung
mit nur einem Inhibitor an (94, 98, 117).

Auch in vielen soliden Tumoren liegt ein Ungleichgewicht mit Uberwiegen der anti-
apoptotischen BCL-2 Molekule vor (94, 102). Die meisten soliden Tumoren sind jedoch

nicht allein von einem einzelnen anti-apoptotischen BCL-2-Protein abhangig.
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Stattdessen nutzen sie mehrere Mitglieder dieser Proteinfamilie oder kompensieren
die Inhibition eines einzelnen Proteins durch die Hochregulation anderer. Dadurch
kann die Blockade eines einzelnen BCL-2 Proteins oft umgangen werden (94, 112,
118). Dem kann durch eine Kombination mehrerer Inhibitoren entgegengewirkt werden
(112, 119), sodass neben hamatologischen Tumoren nun auch einige solide Tumore
auf ein Ansprechen auf eine Kombinationstherapie untersucht wurden, u.a. das
Maligne Melanom (120), das Plattenepithelkarzinom der Lunge (121), das

Kolonkarzinom (122) und einige weitere (118).

1.4.1 BCL-2 und BH3-Mimetika im HCC

Auch im HCC gibt es veranderte Expressionsmuster der BCL-2 Proteine (62).
Insbesondere sind Mcl-1 und Bcl-XL im Vergleich zu umgebendem gesundem
Gewebe oft Uberexprimiert (123—126). Pro-apoptotische Moleklle (Bax, Bak, Bcl-XS)
werden vermindert exprimiert, sodass das Verhaltnis von pro- zu anti-apoptotischen
BCL-2-Molekulen reduziert ist (127). Es wurde gezeigt, dass die Inhibition von Bcl-2
die Chemosensitivitat von HCC-Zelllinien erhoht. Dies stlitzt die Hypothese, dass Bcl-2
im HCC eine protektive Funktion Gbernimmt (128, 129). Das BH3-Mimetikum ABT-737,
welches Bcl-2, Bcl-XL und Bcl-W inhibiert, induziert in Kombination mit Sorafenib
Apoptose in HCC-Zelllinien (130). ABT-737, sowie der Pan-BCL-2-Inhibitor Obatoclax,
reduzieren Zellmigration und Adhasion beim HCC (131). Etablierte Therapien wie
Sorafenib und Regorafenib induzieren eine Veranderung des Expressionsmusters der
BCL-2 Moleklile, was die Zellen sensibler fur die Inhibition anti-apoptotischer BCL-2
Molekule macht (132, 133). Daher konnte die gezielte kombinierte Inhibition dieser

Molekule ein vielversprechender Ansatz fur die Therapie des HCC sein.

1.5 Rationale fur die Anwendung der Kombination aus ABT-199
und MIK665

Der Bcl-2-Inhibitor ABT-199 (Venetoclax) ist bereits zugelassen und zeigt eine gute
Wirksamkeit bei den hamatologischen Malignomen CLL, SLL und AML. Allerdings
treten sowohl priméare als auch erworbene Resistenzen haufig auf. Ein moglicher
Mechanismus der Resistenzentwicklung gegeniiber ABT-199 ist die Uberexpression
oder Hochregulation anderer anti-apoptotischer BCL-2-Proteine wie Mcl-1. Daruber
hinaus spielt Mcl-1 eine entscheidende Rolle bei der Resistenz gegenlber

verschiedener Chemotherapeutika in unterschiedlichen Tumorentitaten (134, 135).
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Durch die gleichzeitige Inhibition von Mcl-1 konnte die Sensitivitdt von gegenuber
ABT-199 resistenten AML-Zelllinien wiederhergestellt werden (119). In einer kurzlich
durchgefuihrten Studie (NCT03672695) wurde die Kombination aus ABT-199 und
MIK665 bei Patientinnen und Patienten mit AML untersucht (136). Diese Kombination
wurde aullerdem bereits in verschiedenen Entitaten in praklinischen Studien
untersucht. Unter anderem konnte eine Wirksamkeit in T-Zell-Akuter Lymphatischer
Leukdmie und im Multiplen Myelom gezeigt werden (137-139). Auch in soliden
Tumoren zeigte die Kombination vielversprechende Ergebnisse: Sie verringerte die
Zellviabilitat mehrerer Zelllinien maligner Melanome und fuhrte in Mausmodellen zu
einer Reduktion des Tumorvolumens bei gleichzeitig minimaler Toxizitat (120).
Daruber hinaus erwies sich die Kombination aus ABT-199 und S63845, dem Vorlaufer
von MIK6G65, als wirksam in verschiedenen Zelllinien des Synovialsarkoms (140).
Neben dieser spezifischen Kombination werden auch weitere Ansatze untersucht, in
denen ABT-199 mit anderen Mcl-1-Inhibitoren kombiniert wird (103). Zudem werden
Kombinationen aus ABT-199 mit Wirkstoffen erforscht, die nachweislich die
Expression von Mcl-1 unterdricken. Ein Beispiel hierfur ist die Kombination mit dem
Aurora-Kinase-A-Inhibitor MLN8237, die im Neuroblastom vielversprechende Effekte
gezeigt hat (141).

1.5.1 Rationale fiir die Anwendung von BH3-Mimetika im HCC

Eine Dysregulation der BCL-2 Proteine spielt eine wichtige Rolle im HCC. So sind
insbesondere Mcl-1 und Bcl-XL im HCC oft Uberexprimiert (62). Aulerdem konnte
gezeigt werden, dass die Herunterregulation von Bcl-2 mittels siRNA die Wirksamkeit
anderer Tumormedikamente (SMAC-Mimetika, 5-FU) in HCC-Zelllinien verstarkt (129,
142). ABT-737, welches Bcl-2, Bel-XL, und Bcl-W inhibiert, verbessert die Wirksamkeit
von Sorafenib oder Celastrol. Dies ist zumindest teilweise darauf zurtickzufiihren, dass
Sorafenib und Celastrol Mcl-1 inhibieren, sodass bei der Kombination neben den direkt
durch ABT-737 inhibierten Molekulen auch Mcl-1 inhibiert wird (130, 143). Die
Kombination aus zwei Inhibitoren, die Bcl-2 und Mcl-1 gezielt hemmen — ABT-199 und
MIK665 — stellt daher auch im HCC einen vielversprechenden Therapieansatz dar.
ABT-199 ist als einziges BH3-Mimetikum bereits zugelassen. MIK665 wurde in
klinischen Studien getestet (u.a. NCT04629443, NCT02992483, NCT03672695) und
zeigte dabei eine begrenzte Wirksamkeit. Aufgrund seines spezifischen
Wirkmechanismus bleibt es jedoch ein vielversprechender Kandidat fur weiterfihrende

Untersuchungen, insbesondere in Kombinationstherapien oder optimierten
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Behandlungsstrategien. Aus diesen Grinden wurden fur diese Arbeit ABT-199 und
MIK665 eingesetzt.

1.6 Rationale fiir die Analyse von BH3-Mimetika in HepG2 Zellen

Zelllinien werden haufig als Modell fir maligne Erkrankungen genutzt, da sie eine
einfache, gunstige und relativ stabile Moglichkeit bieten, Tumorzellen zu untersuchen
(144). Es gibt verschiedene Zelllinien, die aus einem HCC hervorgehen und als Modell
fur dieses dienen. Eine haufig genutzte Zelllinie ist HepG2. Diese wird haufig als Modell
fur das HCC, aber auch Leberfunktionen genutzt (145).

Diese Dissertationsschrift ist Teil einer grof3eren Studie der Arbeitsgruppe. Zusatzlich
zu HepG2 wurden die hier beschriebenen Untersuchungen auch an den beiden HCC-
Zelllinien Hep3B und Huh7 durchgefuhrt. Die Ergebnisse wurden mit der Verfasserin
als Zweit-Autorin im internationalen Fachjournal Biomedicines (IF: 3,9; 2023) unter
dem Titel ,Simultaneous Inhibition of Mcl-1 and Bcl-2 Induces Synergistic Cell Death
in Hepatocellular Carcinoma“ von unserer Arbeitsgruppe veréffentlicht (78). Die drei
Zelllinien haben unterschiedliche Merkmale, insbesondere einen unterschiedlichen
p53-Status: HepG2 exprimieren Wildtyp-p53, Huh7 mutiertes p53 und Hep3B sind
p53-defizient (146). Da p53 im HCC oft mutiert ist und Uber die Induktion von Noxa
und Puma das Verhaltnis der BCL-2 Molekile beeinflusst, ist es wichtig, Zelllinien mit
unterschiedlicher p53-Funktion zu untersuchen (54, 81). Die drei Zelllinien

unterscheiden sich auf3erdem in der Expression der BCL-2 Molekule (78).

1.7 Zielsetzung der Arbeit

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) zahlt weltweit zu den haufigsten und tddlichsten
Tumorerkrankungen. Trotz Fortschritten in den Therapiealgorithmen und der
Zulassung neuer Medikamente bleiben die Behandlungsmaoglichkeiten eingeschrankt.
Die haufig bestehende Leberzirrhose, die Entwicklung von Resistenzen gegenlber
etablierten Therapien sowie unerwinschte Nebenwirkungen stellen wesentliche
Herausforderungen dar und unterstreichen den dringenden Bedarf an neuen
therapeutischen Ansatzen.

Ein vielversprechender Ansatz ist die gezielte Hemmung anti-apoptotischer Mitglieder
der BCL-2-Familie durch sogenannte BH3-Mimetika. Venetoclax (ABT-199), ein
selektiver Bcl-2-Inhibitor, ist bereits fur die Behandlung hamatologischer Neoplasien

zugelassen. Seine Wirksamkeit in soliden Tumoren — einschlieBlich des HCC — ist
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jedoch bislang unzureichend untersucht. Experimentelle Studien zeigen, dass die
Kombination verschiedener BH3-Mimetika in anderen Tumorentitaten, wie dem
malignen Melanom, synergistische Effekte erzielen kann, indem sie mehrere

Uberlebensmechanismen gleichzeitig blockieren.

Vor diesem Hintergrund untersucht die vorliegende Arbeit die kombinierte Hemmung
von Bcl-2 und Mcl-1 als potenziellen Therapieansatz fir das HCC. Ziel war es, die
Wirkung der beiden BH3-Mimetika ABT-199 (Bcl-2-Inhibitor) und MIK665
(Mcl-1-Inhibitor) auf HCC-Zellen zu analysieren — sowohl als Monotherapie als auch in

Kombination.

Dabei wurden drei zentrale Fragestellungen adressiert:

1. Zelltodinduktion durch BH3-Mimetika: Konnen ABT-199 und MIK665 in HepG2-

Zellen Zelltod induzieren? Tritt dieser additiv oder synergistisch auf?

2. Spezifitat der Inhibitoren: Beruht die Wirkung der BH3-Mimetika auf der
gezielten Inhibition von Bcl-2 und Mcl-1 oder spielen Off-Target-Effekte eine
Rolle?

3. Mechanismus der Zelltodinduktion: Erfolgt die Zelltodinduktion Uber den
intrinsischen Apoptoseweg, und wie sind die einzelnen Schritte dieses

Prozesses charakterisiert?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden Expressionsprofile relevanter
BCL-2-Familienmitglieder bestimmt, sowie funktionelle Analysen durchgefiihrt. Dabei
wurden unter anderem die Integritat der mitochondrialen Membran (MOMP), die
Caspase-Aktivierung und die Zelltodinduktion untersucht. Zusatzlich wurden die
IC50-Werte ermittelt und der Combination Index (Cl) berechnet, um Synergieeffekte

der Kombinationstherapie zu quantifizieren.

Durch die Untersuchung dieser kombinierten Inhibition soll die Arbeit neue
therapeutische Perspektiven fur das HCC aufzeigen. Die gewonnenen Erkenntnisse

bilden eine wichtige Grundlage fur weiterfuhrende praklinische Studien und kénnten
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langfristig zur Entwicklung verbesserter Behandlungsstrategien fur HCC-Patientinnen

und Patienten beitragen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Zelllinien

Tabelle 1: Verwendete Zelllinien

Name Zellart Herkunft

HepG2 (HB-8065) HCC American Type Culture Collection
(ATCC), USA

Hep3B (HB-8064) HCC ATCC, USA

Huh7 (CLS 300156) HCC Cell Lines Service (CLS),

Deutschland

2.1.2 Antikorper

Tabelle 2: Verwendete Antikorper

Antigen Verdlnnung Spender | ID Hersteller
Bcl-2 1/1000 (Milch) rabbit ab182858 Abcam, GB
Bel-XL 1/1000 (Milch) rabbit 2762 Cell Signaling
Technology,
USA
Caspase-3 1/1000 (Milch) rabbit 9662 Cell Signaling
Technology,
USA
Caspase-8 1/1000 (BSA) mouse 9746 Cell Signaling
Technology,
USA
Caspase-9 1/1000 (BSA) rabbit PA5-17913 | Thermo
Invitrogen™ Fisher
Scientific,
USA
cleaved 1/1000 (BSA) rabbit 9496 Cell Signaling
Caspase-8 Technology,
USA
Cytochrom c 1/500 mouse ab110325 Abcam, GB
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(37BA11)

Mcl-1 1/1000 (BSA) rabbit 4572 Cell Signaling
Technology,
USA

PARP 1/1000 (Milch) rabbit 9542 Cell Signaling
Technology,
USA

R-Actin 1/10000 (Milch) mouse A3854 Sigma-
Aldrich, USA

TOMM20 1/100 rabbit 42406 Cell Signaling

(D8T4N) Technology,
USA

Rabbit-1gG 1/10000 goat A0545 Sigma-
Aldrich, USA

Mouse-lgG 1/1000 goat A-11005 Thermo

(Alexa Fluor Fisher

594) Scientific,
USA

Rabbit-IgG 1/1000 goat A-11008 Thermo

(Alexa Fluor Fisher

488) Scientific,
USA
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21.3 siRNA
Tabelle 3: Verwendete siRNA
Zielprotein ID Hersteller
Negativkontrolle Nr. 2 (Mcl-1) | 4390847 Ambion, Thermo Fisher
Scientific, USA
Negativkontrolle (Bcl-2) SR30004 Origene, USA
Mcl-1 (1) 120642 Ambion, Thermo Fisher
Scientific, USA
Mcl-1 (2) 120644 Ambion, Thermo Fisher
Scientific, USA
Bcl-2 (1) SR300411 A Origene, USA
Bcl-2 (2) SR300411 B Origene, USA

2.1.4 Reagenzsysteme

Tabelle 4: Verwendete Reagenzsysteme

Name Hersteller

Caspase-Glo® 3/7 Assay Promega, USA
Caspase-Glo® 9 Assay Promega, USA

PierceTM Rapid Gold BCA Protein

Assay Kit Thermo Fisher Scientific, USA

2.1.5 Chemikalien, Losungen und Reagenzien

Tabelle 5: Verwendete Chemikalien, Losungen und Reagenzien

Name Hersteller
1,4-Dithiothreitol (DTT) Sigma-Aldrich, USA
ABT-199/ Venetoclax Selleck Chemicals, USA
Accutase Sigma-Aldrich, USA

Annexin 'V  Binding Buffer, 10x BD Biosciences, USA
konzentriert, BD Pharmingen™

FITC Annexin V BD Biosciences, USA
Bovines Serum Albumin (BSA), Fraction Biomol, Deutschland
\Y

Bromphenolblau Sigma-Aldrich, USA
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cOmplete™ Mini tablets

DAPI Solution, BD Pharmingen™
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dulbecco's Modified Eagle Medium
(DMEM)

Dulbecco’s Phophate Buffered Saline

(DPBS)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethanol
FCCP
trifluormethoxyphenylhydrazon)

Fotales Kalberserum (FKS)

Gibco Opti-MEM Reduced Serum
Medium

Gibco RPMI-1640 + GlutaMAX

Glycerin

Glycin

H202

Luminol Natrium Salz

Minimum Essential Medium (MEM)
Methanol

MIK665/ S64315

Milchpulver

Nuclease-freies Wasser

PageRuler™ Plus Prestained Protein

Ladder, 10 to 250 kDa
Panobinostat (LBH589)
Paraformaldehyd, 4% in PBS
p-Coumarinsaure
Phenazinmethosulfat (PMS)

(Carbonylcyanid-p-

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

BD Biosciences, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Sigma-Aldrich, USA

Carl Roth, Deutschland
Carl Roth, Deutschland
Selleck Chemicals, USA

Bio & Sell GmbH, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Carl Roth, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Thermo Fisher Scientific, USA
Carl Roth, Deutschland
Selleck Chemicals, USA

Carl Roth, Deutschland
Amibion, Thermo Fisher Scientific,
USA

Thermo Fisher Scientific, USA

Selleck Chemicals, USA
Alfa Aesar, Deutschland
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA
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PhosSTOP™ EASYpack

ProLong™Gold

Eindeckmittel

antifade reagent
ReBlot Plus Strong Antibody Stripping
Solution, 10x

RIPA (Radioimmunoprecipitation Assay)
Lysis buffer

RPMI-1640 mit L-Glutamin

siRNA Puffer RNAse frei

Sodium dodecyl sulfate (SDS), 20%
SuperSignal™ West Femto Maximum
Sensitivity Substrate

TransFectin™

Tris (Trizma®) Base

Tris (Trizma®) Hydrochlorid

zVAD-fmk (carbobenzoxy-valyl-alanyl-
aspartyl-[O-methyl]-fluoromethylketone)

Roche Diagnostics GmbH,
Deutschland

Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
USA

Merck Millipore, USA

Sigma-Aldrich, USA

Anprotec, Deutschland
Origene, USA

Carl Roth, Deutschland
Thermo Fisher Scientific, USA

Bio-Rad Laboraties Inc, USA
Sigma-Aldrich, USA
Sigma-Aldrich, USA

Selleck Chemicals, USA

2.1.6 Verbrauchsmaterial

Tabelle 6: Verwendetes Verbrauchsmaterial

Name

Hersteller

Aspirationspipette 2ml
Cell Scraper 25cm 2-position blade

Erlenmeyer Kolben 250ml

Falcon® 5ml Rohrchen, runder Boden mit

Zellsieb

Falcon® Zellsieb 40/ 70um, Nylon
Objekttrager fir TC20TM
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen
Pipettenspitzen far
VOYAGER 125yl

Proteingele 4-20% Mini-PROTEAN® TGX

Multichannelpipette

Nerbe Plus GmbH, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Deutschland
Corning, USA
Corning, USA

Corning, USA

Bio-Rad Laboratories Inc, USA
Nerbe Plus GmbH, Deutschland
Sarstedt AG & Co., Deutschland
INTEGRA Biosciences GmbH,
Deutschland

Bio-Rad Laboratories, USA
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PVDF-Transfermembran

Reaktionsgefalle 0.2ml, 1.5ml, 2mi
Reaktionsgefalle 15ml, 50ml

Serologische Pipetten CostarR Stripette 5ml,
10ml, 25ml, 50ml

Zellkulturflasche 75 cm?

Zellkulturschale TC-Schale 100, Standard
p-Slide 8 Well Glass Bottom

6-Well Zellkulturplatte TC-Platte 6 Well,
Standard

96-Well Zellkultur Platte

96-Well Zellkultur Platte weil®

Thermo Fisher Scientific, USA
Eppendorf AG, Deutschland
Corning, USA

Corning, USA

Sarstedt AG & Co., Deutschland
Sarstedt AG & Co., Deutschland
Ibidi GmbH, Deutschland

Sarstedt AG & Co., Deutschland

Corning, USA
Berthold Technologies GmbH,

Deutschland

2.1.7 Geriate

Tabelle 7: Verwendete Gerate

Name

Hersteller

Automatischer Zellzahler TC20TM
ChemiDoc™ XRS+ System

CO2 Inkubator CB 210

Consort™ EV261 Power Supply
Durchflusszytometer BD LSR Fortessa
Multichannelpipette VOYAGER 125pl

Elektrophoresesystem Mini-PROTEAN®
Eppendorf Easypet

Eppendorf Research Plus Pipetten
Feinwaage Analytical balance Excellence
XA105 Dual Range

Fluoreszenzmikroskop BZ-X810

Magnetrihrer IKA® RH basic 2

Microplate Reader EMax® Plus
Mikroliter Transferpette®

Bio-Rad Laboraties Inc, USA
Bio-Rad Laboratories Inc, USA
Binder, Deutschland

Consort bvba, Belgien

BD Biosciences, USA
INTEGRA Biosciences GmbH,
Deutschland

Bio-Rad Laboraties Inc, USA
Eppendorf AG, Deutschland
Eppendorf AG, Deutschland
Mettler Toledo, Deutschland

Keyence, Deutschland
IKA®-Werke

Deutschland

GmbH,

Molecular Devices, USA
Brand GmbH, Deutschland
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Mikroskop Axiovert 40C

Minizentrifuge Sprout

Multistepper® M4 Pipette
Pipette PIPETMAN®
Schuttelgerat IKA® KS 260 basic

Semi-trockenes Transfersystem TE 77XP

Sicherheitswerkbank HERAsafe
Thermomixer compact
TriStar2 LB 942 Multimode Reader

Vortex Genie 2

Carl Zeiss AG, Deutschland

Biozym Scientific GmbH,
Deutschland

Eppendorf AG, Deutschland
Gilson Inc, USA
IKA®-Werke
Deutschland
Hoefer, Inc, USA
Thermo Fisher Scientific, USA
Eppendorf AG, Deutschland
Berthold Technologies GmbH,

Deutschland

GmbH,

Scientific Industries Inc., USA

2.1.8 Software

Tabelle 8: Verwendete Software

Name Firma

BioRender www.biorender.com

CompySyn ComboSyn Inc.
(http://www.combosyn.com/)

FACSDiva™ BD Biosciences, USA

FlowJo™ Becton, Dickinson & Company, USA

Fluoreszenz Analyzer BZ-X800
Image Lab™
Microsoft Excel, Power Point, Word
(2016)

Prism 8

SoftMax Pro

Keyence, Deutschland
Bio-Rad Laboratories Inc, USA
Microsoft, USA

GraphPad Software, USA

Molecular Devices, USA

2.2 Methoden

2.2.1 Kultivierung der Zelllinien HepG2, Hep3B und Huh7
Die HepG2 Zelllinie (ATCC, HB-8065) wurde als Adhéasionskultur bei 37 °C und 5%
CO2-Sattigung kultiviert. Es wurde RPMI-1640-Medium, welches L-Glutamin enthalt,
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mit 10% Fetalem Kalberserum (FKS) verwendet. Die Zellen wurden alle drei bis vier
Tage 1/3 passagiert. Hierflr wurden die Zellen mit Phosphate Buffered Saline (PBS)
gewaschen und fir 3-5 min mit 1x Trypsin bei 37 °C inkubiert. Danach wurden die
Zellen in Medium resuspendiert und 1x pro Woche durch ein Zellsieb gegeben.
Anschlieffend wurden die Zellen in neue Zellflaschen gegeben oder fur Experimente
verwendet. Hierfir wurde die Zellzahl mit Hilfe des Zellzahlers TC20 von Bio-Rad
bestimmt.

Hep3B Zellen wurden in MEM, Huh7 in DMEM (hoher Glukosegehalt) kultiviert. Den
Medien wurde 10% FKS zugegeben. Beide Zelllinien wurden als Adhasionskultur bei
37°C kultiviert, Hep3B bei 5% CO2, Huh7 bei 10%. Hep3B wurden alle drei bis vier
Tage 1/3 passagiert. Huh7 wurden alle drei bis vier Tage 1/4 — 1/10 passagiert.

2.2.2 Behandlung der Zellen mit ABT-199 und MIK665

HepG2 Zellen wurden in verschiedenen Gefalten (6-Well Platte, 96-Well Platte, 8-Well
Slide, Zellkulturschale, Zellkulturflasche) ausgesat. Die Dichte der Zellen wurde je
nach Dauer des Experimentes und damit des Wachstums angepasst, um eine
gleichmalige Bedeckung der Flache zum Zeitpunkt der Behandlung zu ermdglichen.
Die Zellen wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert, um ein Anheften der Zellen zu
ermoglichen. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen
ABT-199 und/ oder MIK665 behandelt. Davon abweichend wurden die Zellen flur die
Versuche mit siRNA (small interfering RNA) an Tag 1 nach Aussaat mit siRNA und an
Tag 3 mit ABT-199/ MIK665 behandelt.

FUr die Behandlung wurde den Zellen Medium zugegeben, welches verschiedene
Konzentrationen von ABT-199 und/ oder MIK665 enthielt, um die in den Experimenten
angegebenen Zielkonzentrationen zu erreichen. Da die Medikamente in DMSO geldst
wurden, wurde DMSO als Negativkontrolle verwendet, um mogliche Effekte von
DMSO von den Effekten durch die Behandlung mit ABT-199 und MIK665
unterscheiden zu konnen. Dabei wurde jeweils die Konzentration von DMSO
verwendet, die der groRten fir das jeweilige Experiment verwendeten Menge an
DMSO in den Proben mit ABT-199/MIK665 entsprach. Als Positivkontrolle wurden
100 uM Panobinostat genutzt. Fur einige Experimente wurde ein Teil der Zellen mit
zVAD-fmk vorbehandelt, um zu zeigen, inwiefern die Wirkung von ABT-199 und
MIK665 durch die Inhibition der Caspaseaktivitat verhindert werden kann. Daflr
wurden die Zellen mit 35 uM zVAD-fmk fir 15-20 min inkubiert und anschlieRend mit

ABT-199, MIK665 und DMSO behandelt. Es wurde eine zZVAD-fmk-Konzentration von
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35 UM erreicht. Nach der Behandlung wurden die Zellen je nach Experiment wie
angegeben flur 4, 6, 8, 24 oder 48 h bei 37 °C inkubiert. Geléstes ABT-199, MIK665 (je
10 mM in DMSO) und zVAD-fmk (60 mM in DMSO) wurden bei -20 °C gelagert.

2.2.3 Analyse des Zelltods mittels Durchflusszytometrie

Fur die Zelltodanalyse wurden HepG2 Zellen auf 6-Well-Platten mit 200.000 Zellen pro
Well ausgesat, fur die Behandlung siehe 2.2.2.

Nach 24 bzw. 48 h Inkubationszeit wurde das Medium abgenommen und in ein
Reaktionsgefall gegeben. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, flr 3 min mit
Accutase bei 37 °C inkubiert, resuspendiert und ebenfalls in das Reaktionsgefal
gegeben. Die restlichen Zellen wurden noch einmal mit PBS resuspendiert und in das
Gefall gegeben. Die Zellen wurden flir 5 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Der
Uberstand wurde abgenommen und verworfen. AnschlieRend wurden die Zellen in
500 ul ABB (1x konzentriert) + 1% Annexin V + 0,01% DAPI resuspendiert. Nach
Inkubation fur 10 min auf Eis wurde die Messung mit dem Durchflusszytometer LSR
Fortessa durchgefiihrt. Die Auswertung erfolgte mit der Software FlowJo.

Um zu berlcksichtigen, dass einige Zellen auch ohne Behandlung bzw. durch DMSO
sterben, wurde der Zelltod in der Kontrollprobe mit DMSO bestimmt und nach

folgender Formel angerechnet (147-149):

ZT %| —ZT %
Spezifischer Zelltod [%] = behirgiglt [Z(;] [L:;/Ijgo 6l x100
— 4lIpmso 70

ZT = Zelltod

2.2.4 Bestimmung der Zellviabilitat

Die Zellen wurden in 96-Well-Platten mit 10.000 Zellen pro Well ausgesat und
behandelt wie in 2.2.2 beschrieben. Nach 24 bzw. 48 h Inkubation wurde die
Zellviabilitat mit dem Viabilitatsassay CellTiter-Glo® von Promega bestimmt. Daflr
wurde das Substrat des Assays mit einem Volumenverhaltnis von 1:1 zu den Zellen
gegeben. Nach ca. 10 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lumineszenz im
Multimode Reader von Berthold Technologies gemessen. Nach Abzug des
Hintergrundsignals durch das Medium wurde die Viabilitat in Relation zu DMSO mittels
folgender Formel bestimmt:

IL
Viabilitat [%)] = —2tandelt 1100
[Lpuso

IL = Intensitat der Lumineszenz
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2.2.5 Bestimmung der Caspaseaktivitat

Die Zellen wurden in 96-Well-Platten mit 10.000 Zellen pro Well ausgesat und
behandelt wie in 2.2.2 beschrieben. Nach 4, 6, 8 bzw. 24 h Inkubation wurde die
Aktivitat der Caspasen 9 und 3/7 mit spezifischen Aktivitatsassays von Promega im
Multimode Reader von Berthold Technologies gemessen. Daflr wurde das Substrat
der Assays mit einem Volumenverhaltnis von 1:1 zu den Zellen gegeben. Nach ca.
30 min Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Lumineszenz gemessen. Nach
Abzug des Hintergrundsignals durch das Medium wurde die spezifisch auf die
Behandlung zuruckzufihrende Zunahme der Caspaseaktivitat nach folgender Formel

bestimmt (150, 151):

IL —IL
Spez. Zunahme d. Caspaseaktivitit [%] = behandelt PM39 %100

ILDMSO

IL = Intensitat der Lumineszenz

2.2.6 siRNA-vermittelter Knockdown

HepG2 Zellen wurden in Zellschalen mit 1 Millionen Zellen pro Schale flr die
Proteinuntersuchung und in 6-Well-Platten mit 150.000 Zellen pro Well fur den
Zelltodassay ausgesat. Die Zellen wurden Uber Nacht bei 37 °C inkubiert, um die
Adhasion der Zellen zu ermaoglichen.

Die siRNAs wurden gemaly den Herstellerangaben in nukleasefreiem Wasser (fur
Mcl-1) bzw. in einer Pufferldsung (fur Bcl-2) geldst. Fur Mcl-1 und Bcl-2 wurden jeweils
zwei spezifische siRNAs sowie Kontroll-siRNAs derselben Hersteller verwendet.
Letztere enthielten eine sequenzmodifizierte siRNA (scrambled siRNA), die auf kein
Genprodukt abzielt.

Zur Praparation der Transfektionsmischung wurde die siRNA-L6sung mit Opti-MEM-
Medium vermischt. Anschlie®end wurde die gleiche Menge Opti-MEM mit 1,75 %
Transfectin hinzugefligt. Die Mischung wurde fir 20 Minuten bei Raumtemperatur
inkubiert, bevor sie fur die Transfektion verwendet wurde.

Aus den Zellbehaltnissen wurde ein Tag nach Aussaat das Medium abgenommen. Die
siRNA Lésung wurde an den Rand des Gefales pipettiert und durch vorsichtiges
Schwenken verteilt. Anschlieend wurde RPMI-1640-Medium dazugegeben, sodass
sich eine Endkonzentration der siRNA von 20 nM (Mcl-1) bzw. 10 nM (Bcl-2) ergab.
Nach 48 und 72 h Inkubation bei 37°C wurden die Zellen fiir die Proteinuntersuchung

geerntet und weiter verfahren wie in 2.2.8 — 2.2.11 beschrieben.
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Fir die Zelltodanalysen wurde das Medium nach 48 h abgenommen. Die Zellen
wurden behandelt wie in 2.2.2 beschrieben. Nach 24 h Inkubation wurde der Zelltod

analysiert wie in 2.2.3 beschrieben.

2.2.7 Immunfluoreszenz

Die Zellen wurden mit 30.000 Zellen pro Well in 8-Well-Slides ausgesat. Die Zellen
wurden behandelt und flir 4 h inkubiert wie in 2.2.2 beschrieben. Fur die
Positivkontrolle wurden die Zellen fir 3 h mit 30 uM FCCP behandelt. Danach wurden
die Zellen in 4% Paraformaldehyd fir 5 min bei Raumtemperatur fixiert. Nach
dreimaligem Waschen mit PBS fur 5 min wurden die Zellen mit 0,1% TritonX-100 far
10 min bei Raumtemperatur permeabilisiert. Anschliel3iend wurden die Zellen erneut
dreimal fir 5 min gewaschen. Die Wells wurden fir mindestens 30 min bei
Raumtemperatur mit 1% BSA in PBST (1x PBS + 0,05% Tween 20) geblockt. Die
Proben wurden Uber Nacht bei 4 °C mit einem Primarantikdrper inkubiert. Am nachsten
Tag wurden die Wells dreimal fir 5 min gewaschen und dann mit den
Sekundarantikdrpern fur 30 min abgedunkelt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
erneutem dreimaligem Waschen fur 5 min wurden die Zellen mit Eindeckmittel,
welches DAPI enthalt, um die Zellkerne zu farben, eingedeckt. Die Detektion erfolgte

mit dem Fluoreszenzmikroskop BZ-X810 von Keyence.

2.2.8 Proteinlysate

HepG2 Zellen wurden in Zellkulturschalen mit 1-2 Millionen Zellen pro Schale
ausgesat, fur die Behandlung siehe 2.2.2. Nach 4 h bzw. 48 und 72 h (siRNA) wurden
die Zellen mit einem Cellscraper abgelost und in ein Reaktionsgefald Uberflhrt,
anschlieBend fiir 5 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgenommen und verworfen. Die Zellen wurden in 1 ml PBS resuspendiert, in 1,5 ml
ReaktionsgefalRe Uberfuhrt und nochmals fir 5 min bei 300 g und 4 °C zentrifugiert.
Die Zellen wurden in 100 pl RIPA Lysis Buffer inklusive Phosphatase- und
Proteaseinhibitoren resuspendiert und fur 20 min auf Eis inkubiert. Es folgte eine
Zentrifugation fiir 20 min bei 16000 g und 4 °C. Der Uberstand wurde in ein neues
Gefall gegeben und bei -20 °C aufbewahrt.

2.2.9 Quantifizierung der Proteinmenge
Um die Proteinmenge der Proben zu bestimmen, wurde ein BCA (Bicinchoninsaure)
Proteinassay durchgeflihrt. Die Proben wurden 1:10 mit RIPA Lysis Buffer verdinnt

und in Triplikaten in eine 96-Well Platte gegeben. Als Standardkontrolle wurde eine
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Verdinnungsreihe von Albumin mit 200-2000 pg/ml genutzt. Der Proteingehalt wurde
durch Messung der Absorption bei 492 nm gemessen. Hierflir wurde der Microplate

Reader von Molecular Devices genutzt.

2.2.10 SDS-Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

20 - 40 pg Protein wurden mit RIPA Lysis Buffer und 6x Lammli-Puffer (375 mM Tris
Base, 12 mM EDTA, 6% Glycerol, 6% SDS, 0,03% Bromphenolblau, 300 nM DTT)
verdinnt und bei 95 °C fur 5-10 min denaturiert. Die Proben wurden auf ein
Polyacrylamidgel (4-20% Mini-PROTEAN® TGX) geladen und durch SDS-PAGE
aufgetrennt (150 V, 500 mA, 50 min). Fur den SDS Laufpuffer wurden 2 mM Tris HCI,
250 mM gGilycin, 0,1% SDS verwendet. Als Standard wurden 5 pl PageRuler™ Plus

Prestained Protein Ladder genutzt.

2.2.11 Western Blot

Um die Proteine durch semi-dry blotting auf eine PVDF (polyvinylidene difluoride) —
Membran zu uUbertragen, wurde die Membran in Methanol aktiviert und zwischen in
Anoden- und Kathodenpuffer getrankte Filterpapiere gelegt. Hierfir wurden zwei
Anodenpuffer (Puffer A: 300 mM Tris, 20% Methanol, pH 10,4; Puffer B: 25 mM Tris,
20% Methanol, pH 10,4) und ein Kathodenpuffer (Puffer C: 25 nM Tris, 20% Methanol,
40 mM e-Aminocapronsaure, pH 9,4) genutzt. Die Proteine wurden fir 50 min bei
80 mA Ubertragen.

Danach wurde die Membran flur mindestens 1 h geblockt. Fur die Blockldsung wurden
entweder 5% Milchpulver oder 5% BSA in Waschpuffer (1x PBS, 0,05% Tween 20)
geldst. Anschlielend wurde die Membran mit dem Primarantikorper Gber Nacht bei
4 °C inkubiert.

Die Membran wurde dreimal fir 5 min in Waschpuffer gewaschen und anschliel3end
mit dem entsprechenden Sekundarantikorper fur 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Die Membran wurde erneut dreimal fur 5 min gewaschen.

Fir die Detektion wurde die Membran mit ECL-Substrat (250mM Luminolnatriumsalz
in DMSO, 90 mM p-Coumarinsaure in DMSO, 1 M Tris-HCI, pH 8,5), welchem 0,03%
H202 zugesetzt wurde, inkubiert. Die Detektion erfolgte mit dem ChemiDoc™ XRS+
System. Die Quantifizierung wurde mit Image Lab™ von Bio-Rad durchgefuhrt. Fir die
Ladekontrolle wurde R-Actin genutzt. Um weitere Proteine auf der Membran zu
detektieren, wurde die Membran flr 20 min bei Raumtemperatur mit Stripping-Lésung

inkubiert, um gebundene Antikorper abzulosen.
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2.2.12 Statistik

Fur die statistische Analyse wurden Microsoft Excel, GraphPad Prism 8 und
CompuSyn Version 1 (http://www.combosyn.com/) verwendet. Die Signifikanzprifung
erfolgte mittels ungepaartem t-Test nach vorheriger Prafung auf Normalverteilung und
Varianzhomogenitat. Ein p-Wert von unter 0,05 wurde als statistisch signifikant
gewertet (* p < 0,05, ** p < 0,01, ** p <0,001). Die IC50-Werte zur Quantifizierung der
Zellviabilitat wurden mit der FitSpline Methode in GraphPad Prism ermittelt. Zur
Analyse moglicher Synergieeffekte wurde die Software CompuSyn eingesetzt. Die
Grafiken zeigen die Mittelwerte aus drei unabhangigen Experimenten. Die
Standardabweichungen (SD) sind als Fehlerbalken dargestellt. Die Graphen wurden
mit der Software GraphPad Prism 8 erstellt. Die Abbildungen wurde mit dem Online-

Tool BioRender (www.biorender.com) erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 HCC-Zelllinien weisen unterschiedliche Expressions-Level anti-

apoptotischer BCL-2 Familienmitglieder auf

Zunachst wurde die Expression der drei zentralen anti-apoptotischen BCL-2-Proteine
(Mcl-1, Bcl-2 und Bcl-XL) in den drei Zelllinien HepG2, Hep3B und Huh7 analysiert
(Abbildung 3). Alle drei Zelllinien exprimierten Mcl-1, Bcl-2 und Bcl-XL, wobei die
Proteingehalte zwischen den Zelllinien erheblich variierten. Im Vergleich zu Hep3B und
Huh7 wiesen HepG2 Zellen eine deutlich hdhere Expression von Bcl-2 und Bcl-XL auf.
Hingegen zeigten Hep3B-Zellen eine wesentlich starkere Mcl-1-Expression als HepG2
und Huh?.

Diese unterschiedlichen Expressionsmuster machen die drei Zelllinien zu einem
geeigneten Modell, um die Variabilitat der BCL-2-Expression im HCC abzubilden. In
dieser Doktorarbeit werden die Ergebnisse fir HepG2 dargestellt. Die Gesamtheit der
Resultate aller drei Zelllinien werden in einer bereits erfolgten Publikation dieser

Untersuchungen mit der Verfasserin als Zweit-Autorin dargestellt (78).

3.2 Die Inhibition von Bcl-2 und Mcl-1 induziert die Freisetzung von

Cytochrom c aus dem Mitochondrium

BH3-Mimetika wirken durch die Inhibition anti-apoptotischer BCL-2-Proteine. Dabei
hemmt ABT-199 gezielt Bcl-2, wahrend MIKG665 spezifisch Mcl-1 inhibiert (99, 104,
113). Wenn die Therapeutika eine ausreichende Wirksamkeit zeigen, sollten Bax und
Bak aktiviert werden. Dies fuhrt zur Permeabilisierung der auf3eren mitochondrialen
Membran und zur Freisetzung von Cytochrom c sowie weiterer pro-apoptotischer
Faktoren. Dadurch wird die intrinsische Apoptose eingeleitet (63). Um zu untersuchen,
ob die Behandlung von HepG2 Zellen mit ABT-199 und MIK665 zur Freisetzung von
Cytochrom ¢ aus dem mitochondrialen Intermembranraum fihrt, wurden die Zellen mit
den jeweiligen Substanzen oder ihrer Kombination behandelt, nach einer 4-stiindigen
Inkubation mittels Immunfluoreszenzfarbung analysiert und mit Antikdrpern gegen
Cytochrom ¢ sowie TOMM20, einem Markerprotein der auf’eren mitochondrialen
Membran, gefarbt (152). Zusatzlich wurden die Zellen mit DAPI gefarbt. DAPI ist ein
blau fluoreszierender Farbstoff, der Adenin-Thymin-reiche Regionen in der dsDNA
bindet und somit genutzt werden kann, um Zellkerne anzufarben (153). Abbildung 4
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zeigt die Immunfluoreszenzbilder nach Behandlung mit ABT-199 allein oder in
Kombination mit MIK665. Uberlagern sich Cytochrom ¢ und TOMM20, ist Cytochrom ¢
nicht im Zytosol, sondern nur in den Mitochondrien. Dies ist bei der Negativkontrolle
mit DMSO der Fall (Abbildung 4 A). Uberlagern sie nicht, ist Cytochrom ¢ aus den
Mitochondrien ausgetreten. Dies ist bei der Positivkontrolle mit FCCP, sowie
insbesondere bei den Kombinationsbehandlungen zu beobachten (Abbildung 4 B, D,
E). Dies liefert einen ersten Hinweis darauf, dass die Kombinationsbehandlung

intrinsische Apoptose induziert.
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Abbildung 3: Expression der BCL-2 Molekiile Mcl-1, Bcl-2 und Bcl-XL

Die Expression der anti-apoptotischen BCL-2 Molekile Mcl-1 (A, D), Bcl-2 (B, E) und Bcl-XL (C, F)
wurde mittels Western Blot in den Zelllinien Hep3B, HepG2 und Huh7 untersucht. Gezeigt sind
beispielhafte Western Blots (A-C) sowie die quantitative Auswertung des Proteingehalts in Relation zu
R-Actin (D-F). n=3, MW £ SD
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B 30 pM FCCP

C 5 uM ABT
. .

Abbildung 4: Freisetzung von Cytochrom c aus den Mitochondrien durch ABT-199 und
MIK665

A DMSO

E 5 uM ABT + 1 uM MIK
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HepG2 Zellen wurden mit ABT-199 und/oder MIK665 behandelt. Nach 4 h wurden die Zellen fixiert und
mit fluoreszierenden Antikérpern behandelt. Als Kontrolle dienten DMSO (A) und FCCP (B, Behandlung
fur 3 h). Der Zellkern wurde mit DAPI (blau) dargestellt, Cytochrom ¢ wurde rot, das mitochondriale
Membranprotein TOMM20 griin angefarbt. Die erste Spalte zeigt beide Farbungen Ubereinandergelegt,
die zweite Spalte zeigt nur Cytochrom c, die dritte Spalte TOMMZ20. Eine abweichende Anfarbung von
Cytochrom c im Vergleich zu TOMM20 zeigt den Austritt von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien. Scale
bar 11 uM. n=3, gezeigt sind reprasentative Immunfluoreszenzbilder.

3.3 Die Inhibition von Bcl-2 und Mcl-1 induziert Caspaseaktivitat

3.3.1 Aktivierung von Caspase 9

Nachdem Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien freigesetzt wird, bindet es APAF-1,
welches daraufhin aggregiert und zusammen mit Procaspase 9 das Apoptosom bildet.
Caspase 9 ist aktiv, solange sie im Apoptosom gebunden ist (154, 155). Im nachsten
Schritt wurde untersucht, ob die Behandlung von HepG2 Zellen mit ABT-199 und
MIK665 zur Aktivierung von Caspase 9 fuhrt. Dazu wurden die Zellen entweder mit
5 uM ABT-199 und ansteigenden Konzentrationen von MIK665 (0,01—6 uM) oder mit
6 uM MIK665 und ansteigenden Konzentrationen von ABT-199 (0,01-10 pM)
behandelt.

Nach 4, 6 und 8 Stunden wurde die spezifisch durch die Behandlung induzierte
Zunahme der Caspaseaktivitat mittels eines lumineszenzbasierten Assays gemessen.
Zur Korrektur unspezifischer Hintergrundsignale wurden zellfreie Proben mit Medium
und Assay-Substrat verwendet, deren Werte von den Messergebnissen der Zellproben
abgezogen wurden. Die resultierende Zunahme der Caspaseaktivitat wurde relativ zur
DMSO-Kontrolle berechnet (vgl. 2.2.5). Wahrend die Einzelbehandlungen kaum
Effekte zeigten, fuhrte die Kombination von ABT-199 und MIK665 zu einer erhdhten
Caspaseaktivitat. Dabei zeigte sich ein tendenzieller Anstieg der Aktivitat mit
steigender Wirkstoffkonzentration und langerer Behandlungsdauer

Abbildung 5 A, B).

Zusatzlich wurde die Spaltung von Caspase 9 mittels Western Blot untersucht, da
diese mit der Aktivierung einhergeht (71). Hierfur wurden die Zellen fur 4 Stunden mit
1 oder 5 yM ABT-199, 1 oder 6 pM MIK665, oder mit Kombinationen beider
Substanzen behandelt. Es konnte eine Spaltung der Caspase 9 nach Behandlung mit
5 uM ABT-199 + 1 yM MIK665, sowie nach 5 yM ABT-199 + 6 yM MIK665 gezeigt
werden, nicht aber bei beiden Therapeutika allein oder bei niedrigen Dosen ABT-199
(Abbildung 5C). Diese Beobachtungen decken sich mit den Ergebnissen des
Aktivitatsassays.
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Abbildung 5: Caspase 9 Aktivitdit und Spaltung nach Behandlung mit ABT-199 und
MIK665

HepG2 Zellen wurden mit 5 yM ABT-199 und aufsteigenden Konzentrationen MIK665 (A) bzw. mit 6 uM
MIK665 und aufsteigenden Konzentrationen ABT-199 behandelt (B). Es wurde die Aktivitat der
Caspase 9 mittels lumineszenzbasiertem Assay nach 4 — 8 h Behandlungszeit gemessen. Die
spezifische Zunahme der Caspaseaktivitat durch die Behandlung wurde im Vergleich zu der
Behandlung nur mit DMSO berechnet. Die Spaltung der Caspase 9 wurde mittels Western Blot nach
4 h Behandlung mit ABT-199 und/ oder MIK665 untersucht (C). Als Kontrolle diente DMSO. n=3, MW +
SD
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3.3.2 Aktivierung von Effektorcaspasen und Spaltung von PARP

Aktivierte Caspase 9 spaltet die Effektorcaspasen 3 und 7, wodurch diese ebenfalls
aktiviert werden. Die Effektorcaspasen spalten wiederum eine Vielzahl zellularer
Proteine (63). Ein Substrat der Caspase 3 ist die Poly(ADP-Ribose) Polymerase
(PARP), die daher haufig als Marker fur Apoptose verwendet wird (156—158). Um den
nachsten Schritt der Apoptosekaskade zu untersuchen, wurde die spezifische
Zunahme der Aktivitat der Effektorcaspasen 3/7 bestimmt. Es wurden die gleichen
Therapeutikakonzentrationen genutzt wie bei Caspase 9. Nach 4, 6, 8 und 24 h wurde
die Aktivitat mittels lumineszenzbasiertem Assay bestimmit.

Es wurde eine deutliche Zunahme der Aktivitat bei den Kombinationen insbesondere
mit hoher ABT-199-Konzentration (5 uM) gemessen (Abbildung 6). Die Aktivitat nahm
mit der Zeit zu (4 <6 < 8 < 24 h). Im Western Blot konnte eine Spaltung der Caspase
3 nach 4 h Behandlung mit 5 yM ABT-199 + 1 oder 5 yM ABT-199 + 6 pM MIK665
gezeigt werden, nicht jedoch flr Behandlungen mit den Therapeutika einzeln oder mit
Kombinationen mit niedrigen ABT-199-Konzentrationen von 1 uM (Abbildung 7 A).
Dies entspricht den Ergebnissen der Caspase 9 Aktivierung. Eine Spaltung von PARP
konnte nach 4 h Behandlung mit 5 yM ABT-199 allein sowie nach allen Kombinationen,

insbesondere mit hohen ABT-199-Konzentrationen, gezeigt werden (Abbildung 7 B).
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Abbildung 6: Caspase 3/7 Aktivitat nach Behandlung mit ABT-199 und MIK665

HepG2 Zellen wurden mit 5 yM ABT-199 und aufsteigenden Konzentrationen MIK665 (A) bzw. mit 6 pM
MIK665 und aufsteigenden Konzentrationen ABT-199 behandelt (B). Es wurde die Aktivitat der
Caspasen 3/7 mittels lumineszenzbasiertem Assay nach 4 — 24 h Behandlungszeit gemessen und die
spezifische Zunahme der Caspaseaktivitat durch die Behandlung im Vergleich zu der Behandlung nur
mit DMSO berechnet. n=3, MW + SD
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Abbildung 7: Spaltung von Caspase 3 und PARP nach Behandlung mit ABT-199 und

MIK665

HepG2 Zellen wurden mit ABT-199, MIK665 oder einer Kombination daraus fir 4 h behandelt. Die
Spaltung von Caspase 3 (A) und von PARP (B) wurde mittels Western Blot untersucht. Als Kontrolle
diente DMSO. Gezeigt sind reprasentative Western Blots.

3.4 Die Kombinationsbehandlung mit ABT-199 und MIK665 fuhrt zu
ATP-Depletion/Vitalitatsverlust

Ein etablierter Indikator fur die Zellviabilitat ist der ATP-Gehalt, da ATP fur essenzielle
zellulare Prozesse und die Aufrechterhaltung der metabolischen Aktivitat unerlasslich
ist. Eine verringerte ATP-Produktion weist auf eine eingeschrankte Zellfunktion und
reduzierte Proliferationsfahigkeit hin. Da metabolisch inaktive, nekrotische oder
apoptotische Zellen kein ATP mehr synthetisieren, ist ein stark erniedrigter oder nicht
nachweisbarer ATP-Gehalt ein eindeutiges Indiz fur Zelluntergang. Daher wurde zur
Quantifizierung der Zellviabilitdt nach Behandlung mit ABT-199 und MIK665 der ATP-
Gehalt der HepG2 Zellen bestimmt. In Abbildung 8 ist die Viabilitat (zellulares ATP-
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Level) relativ zu DMSO dargestellt. Die Viabilitat der mit DMSO behandelten Zellen
wurde auf 100% festgelegt. Die Zellviabilitdt nahm nach der Behandlung mit einer
Kombination aus ABT-199 und MIK665 mit steigenden Dosen des jeweils zweiten
Medikaments deutlich ab. Besonders deutlich waren die Effekte bei der Versuchsreihe
mit 5 yM ABT-199 und steigenden MIK665-Konzentrationen.
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Abbildung 8: Viabilitat nach Behandlung mit ABT-199 und MIK665

HepG2 Zellen wurden mit 5 yM ABT-199 und aufsteigenden Konzentrationen MIK665 (A) oder 6 uM
MIK665 und aufsteigenden Konzentrationen ABT-199 (B) fir 24 oder 48 h behandelt. Die Viabilitat

wurde mittels lumineszenzbasiertem Assay bestimmt und ist in Relation zu DMSO dargestellt. n=3, MW
+ SD
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3.5 Inhibition von BCL-2-Familienmitgliedern induziert Zelltod

Die Aktivierung der Caspasekaskade und der Verlust von ATP deuten darauf hin, dass
die Kombinationsbehandlung mit ABT-199 und MIK665 Apoptose in HepG2 Zellen
auslost. Im nachsten Schritt sollte gezeigt werden, dass die Behandlung mit ABT-199
und MIK665 Zelltod induziert. Dabei lag ein besonderer Fokus darauf, ob die
Medikamente additiv oder synergistisch wirken. Um dies zu untersuchen, wurden die
Zellen mit ABT-199 und/ oder MIK665 behandelt. Nach 24 und 48 h wurde der Zelltod
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die Zellen wurden zum einen mit
aufsteigenden Konzentrationen beider Medikamente allein behandelt. In einem
zweiten Ansatz wurden die Zellen mit einer konstanten Dosis von 5 yM ABT-199 oder
6 uM MIK665 und aufsteigenden Konzentrationen des jeweils anderen Medikaments
behandelt. Im Anschluss an die Messung wurde der spezifische Zelltod berechnet. Der
spezifische Zelltod ist der Anteil des Zelltods, der auf die Behandlung zurickzuflhren
ist.

In Abbildung 9 sind exemplarisch Scatterplots gezeigt, welche den Zelltod nach
Messung mittels Durchflusszytometrie darstellen. Die Zellen wurden mit FITC
Annexin V und DAPI gefarbt. Annexin V ist nicht zellmembranpermeabel und bindet
Phosphatidylserin, welches sich auf der Zelloberflache befindet. In apoptotischen
Zellen wird Phosphatidylserin, welches sich in gesunden Zellen Uberwiegend auf der
Innenseite der Plasmamebran befindet, bereits relativ zu Beginn der Apoptose auf der
aulReren Plasmamembran exponiert (159). Es kann dann von Annexin V gebunden
werden. Die Detektion wird durch die Konjugation von Annexin V mit FITC
(Fluorescein-Isothiocyanat), einem fluoreszierenden Farbstoff, ermdoglicht. DAPI
bindet Adenin-Thymin-reiche Regionen der dsDNA, wodurch das fluoreszierende
Signal von DAPI verstarkt wird (153). Es ist kaum zellpermeabel und farbt damit
bevorzugt tote Zellen an. Um zu verhindern, dass DAPI auch vitale Zellen anfarbt,
wurden die Zellen nach Farbung bis zur Messung auf Eis gelagert.

Die Zellen wurden anhand der Negativkontrolle DMSO (Abbildung 9 B) und der
Positivkontrolle Panobinostat (Abbildung 9 C) je nach Anfarbbarkeit mit DAPI und FITC
Annexin V in vital oder tot eingeteilt. Die Quadranten Q1-3 stellen tote Zellen dar, da
sie angefarbt wurden, wobei apoptotische Zellen nur von FITC Annexin V angefarbt
wurden (Quadrant 3), und bereits tote Zelle von DAPI und FITC Annexin V angefarbt

wurden (Quadrant 2). Der Quadrant Q4 beinhaltet vitale Zellen. Exemplarisch ist der
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Zelltod nach 48 h Behandlung mit 5 yM ABT-199, 1 uM MIK665 sowie 5 yM ABT-199
+ 1 uyM MIK665 dargestellt.

In den getesteten Konzentrationen induzierten beide Medikamente allein nur
minimalen Zelltod. In den Scatterplots befinden sich nach Behandlung mit 5 M
ABT-199 oder 1 yM MIK665 die meisten Zellen im vitalen Quadranten (Q4 (Abbildung
9 D, E). Hingegen fiuhrte die Kombination beider Substanzen zu einem deutlichen
Anstieg des Zelltods, wodurch die Zellen tberwiegend im apoptotischen Quadranten
(Q2) detektiert wurden (Abbildung 9 F).

3.5.1 Die Kombinationsbehandlung aus MIK665 und ABT-199 induziert mehr
Zelltod als die Monotherapien

Der spezifische Zelltod nach Behandlung mit beiden Therapeutika allein ist in
Abbildung 10 A fur MIK665 und in Abbildung 10 B fur ABT-199 dargestellt. Mit
zunehmender Dosis stieg der Zelltod. Aus den Zelltodwerten lasst sich die 1C50
berechnen. Dabei handelt es sich um die mittlere inhibitorische Konzentration und
damit diejenige Konzentration, bei der die Halfte der Zellen tot sind. Sie betrug flr
MIK665 allein 22,1 uM nach 24 h und 18,1 uM nach 48 h. Fur ABT-199 allein betrug
die IC50 27,8 uM nach 24 h und 24,0 yM nach 48 h.

Der spezifische Zelltod nach Behandlung mit beiden Therapeutika in Kombination ist
in Abbildung 11 dargestellt. Die Zellen wurden mit 5 yM ABT-199 und aufsteigenden
MIK665-Konzentrationen (Abbildung 11 A) bzw. 6 yM MIK665 und aufsteigenden
ABT-199-Konzentrationen (Abbildung 11 B) behandelt. Hohe Zelltodraten waren
bereits bei deutlich geringeren Konzentrationen zu messen als bei den
Einzelbehandlungen. Bei 5 yM ABT-199 waren nur 0,025 yM MIK665 nach 24 h und
0,015 uM MIK665 nach 48 h nétig, um 50% der Zellen zu téten. Bei 6 yM MIK665
genugten 1,8 yM ABT-199 nach 24 h und 0,6 yM ABT-199 nach 48 h, um 50% der

Zellen zu toten.
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Abbildung 9: Scatterplots der Durchflusszytometrie

Dargestellt sind exemplarische Scatterplots nach Analyse der Zellen mittels Durchflusszytometrie nach
48 h Behandlung von HepG2 Zellen mit ABT-199 und MIK665. Zuerst wurde der Zellschrott aussortiert
(A). Dann wurden die Zellen je nach Anfarbbarkeit mit DAPI, welches spat-apoptotische Zellen anfarbt,
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und FITC Annexin V, welches frih-apoptotische Zellen anfarbt, in vital oder tot eingeteilt. Die
Quadranten Q1-3 stellen tote Zellen dar, da sie angefarbt werden, der Quadrant Q4 beinhaltet vitale
Zellen. Die Einteilung wurde anhand der Negativkontrolle DMSO und der Positivkontrolle Panobinostat
durchgefihrt (B, C). Desweiteren ist beispielhaft der Zelltod nach 48 h Behandlung mit 5 uM ABT (D),
1 uM MIK (E) und 5 pM ABT + 1 uM MIK (F) dargestellt.
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Abbildung 10: Zelltod bei Behandlung mit nur einem BH3-Mimetikum
HepG2 Zellen wurden mit aufsteigenden Konzentrationen MIK665 (A) oder ABT-199 (B) flir 24 oder 48

h behandelt. Der Zelltod wurde nach Farbung mit DAPI und FITC Annexin V mittels
Durchflusszytometrie bestimmt. n=3, MW + SD
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Abbildung 11: Zelltod nach Behandlung mit einer Kombination aus ABT-199 und MIK665

HepG2 Zellen wurden mit 5 yM ABT-199 und aufsteigenden Konzentrationen MIK665 (A) oder 6 uM
MIK665 und aufsteigenden Konzentrationen ABT-199 (B) fur 24 oder 48 h behandelt. Der Zelltod wurde
nach Farbung mit DAPI und FITC Annexin V mittels Durchflusszytometrie bestimmt. n=3, MW = SD

3.5.2 ABT-199 und MIK665 wirken synergistisch

In Abbildung 12 ist jeweils die IC50 von ABT-199 und MIK665 mit und ohne konstante
Konzentration des jeweils anderen Medikaments dargestellt. In beiden Fallen konnte
die Gabe des zweiten Medikaments die IC50 deutlich reduzieren. Mit 6 yM MIK665
betrug die IC50 von ABT-199 nur 7% (24 h) bzw. 2,4% (48 h) der IC50 ohne MIKGG5.
Die IC50 von MIK665 betrug mit 5 yM ABT-199 sogar nur 0,1% (24 h und 48 h) der
IC50 ohne ABT-199.

Die synergistische Wirkung der Medikamente wurde mithilfe der CompuSyn-Software
durch Berechnung des Kombinationsindex (KI) analysiert. Ein KI-Wert <1 weist auf

Synergismus hin, ein Wert von 1 entspricht einem additiven Effekt, wahrend Werte >1
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auf Antagonismus hindeuten. Besonders niedrige KI-Werte unter 0,7 sprechen fur eine
ausgepragte synergistische Interaktion, wahrend Werte unter 0,3 auf starken
Synergismus hinweisen (160). Es errechnete sich flir beide Konzentrationsreihen ein
Synergismus, fur 5 yM ABT-199 und aufsteigende MIK665-Konzentrationen sogar ein
starker Synergismus (KI~0,15) (Abbildung 12 C).

Wahrend beide Therapeutika allein kaum Wirkung erzielten, induzierte die
Kombination aus ABT-199 und MIK665 deutlich Zelltod in HepG2. Die beiden
Therapeutika zeigten eine synergistische Wirkung in der Induktion von Zelltod,
wodurch die erforderlichen Dosen reduziert werden konnen. Dies ist insbesondere fur
die potenzielle klinische Anwendung von Bedeutung, da die gleichzeitige Gabe beider
Wirkstoffe nicht nur die therapeutische Effektivitat steigern, sondern auch durch die

geringere  Dosierung  moglicherweise  Nebenwirkungen reduzieren  kann.
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Abbildung 12: Synergismus von ABT-199 und MIK665 in HepG2

A zeigt einen Vergleich der IC50 von MIK665 ohne ABT-199 mit der IC50 von MIK665 mit 5 uM ABT-
199. B zeigt den Vergleich der IC50 von ABT-199 ohne MIK665 mit der IC50 von ABT-199 mit 6 uM
MIK665. Der Graph in C zeigt die Kombinationsindices. Zur Berechnung wurden die interpolierten 1C50
Werte genutzt. Die Berechnung wurde mit CompuSyn (Version 1, http://www.combosyn.com, Zugriff am
21.02.2023) durchgefihrt. KI < 1 bedeutet Synergismus, < 0,7 deutlicher Synergismus, < 0,3 starker
Synergismus. * p<0,05, ** p<0,01, n=3, MW £ SD

3.6 Bei dem durch MIK665 und ABT-199 induzierten Zelltod handelt

es sich um Apoptose

zVAD-fmk ist ein Pan-Caspase-Inhibitor. Er inhibiert sowohl die Initiator-, als auch die
Effektorcaspasen (161). Da die Behandlung der HepG2 Zellen mit ABT-199 und
MIK665 die Caspasekaskade aktiviert und vermutlich Uber diesen Weg zum Zelltod
fuhrt, sollte der Zelltod durch eine Inhibition der Caspaseaktivitat verhindert werden.
Um dies zu untersuchen, wurde in einem ersten Schritt untersucht, ob zZVAD-fmk
tatsachlich die Caspaseaktivitat in unseren Zellen unterdrickt. Daftir wurde ein Teil der
Zellen mit 35 uyM zVAD-fmk vorbehandelt und nach 15-20 min mit ABT-199 und
MIK665 behandelt. Nach 24 h wurde die Aktivitat der Caspasen 3/7 gemessen. Wie in
Abbildung 13 dargestellt, verhinderte die Co-Behandlung mit zVAD-fmk eine
Aktivierung der Caspasen nahezu vollstandig. In weiteren Experimenten gemessene
Unterschiede des Zelltods durch die Behandlung mit zVAD-fmk kénnen also durch
eine Inhibition der Caspasen erklart werden. Somit wurde in einem zweiten Schritt
untersucht, welchen Effekt die Inhibition der Caspasen auf den Zelltod hat. Hierfur
wurden die Zellen ebenfalls fir 15-20 min mit 35 yM zVAD-fmk vorbehandelt und
anschlieend mit ABT-199 und MIK665 behandelt. Nach 24 und 48 h wurde der Zelltod
bestimmt. In allen Versuchsreihen konnte der Zelltod durch die gleichzeitige
Behandlung mit zVAD-fmk deutlich reduziert werden (Abbildung 14). In
Ubereinstimmung mit dem beobachteten Ausstrom von Cytochrom ¢ aus den
Mitochondrien und dem Anstieg der Caspaseaktivitat spricht dies fur Apoptose als
zugrundeliegenden Zelltodmechanismus. Das stimmt mit dem beschriebenen
Wirkmechanismus der BH3-Mimetika Uberein (98, 104). Im Gegensatz zu anderen
Zelltodarten, wie Nekrose, lauft Apoptose normalerweise ohne Entziindung ab (66).
Dies istinsbesondere im Hinblick auf mogliche inflammatorische oder immunologische

Konsequenzen relevant, die den klinischen Verlauf beeinflussen kdnnten (162).
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Abbildung 13: Einfluss des Pan-Caspase Inhibitors zZVAD-fmk auf die Aktivierung der
Effektorcaspasen nach Behandlung mit ABT-199 und MIK665

HepG2 Zellen wurden mit 35 uM zVAD vorbehandelt. Nach 15-20 min wurden die Zellen mit ABT-199

und/ oder MIK665 in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Nach 24 h wurde die Aktivitat der
Effektorcaspasen 3/7 mittels lumineszenzbasiertem Assay bestimmt. n=3, MW + SD
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Abbildung 14: Einfluss des Pan-Caspase Inhibitors zZVAD-fmk auf die Induktion von
Zelltod durch ABT-199 und MIK665

HepG2 Zellen wurden mit 35 yM zVAD-fmk vorbehandelt. Nach 15-20 min wurden die Zellen mit ABT-
199 und/ oder MIK665 in den angegebenen Konzentrationen behandelt. Nach 24 h wurde der Zelltod
mittels Durchflusszytometrie bestimmt. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, n=3, MW + SD

3.7 Die Induktion von Zelltod ist direkt auf die Inhibition von Bcl-2

und Mcl-1 zuriuckzufiihren

Wir konnten zeigen, dass ABT-199 und MIK665 in HepG2 synergistisch Apoptose
induzieren. Der beschriebene Wirkmechanismus dieser Substanzen ist die Inhibition
von Bcl-2 durch ABT-199 (104) bzw. von Mcl-1 durch MIK665 (113). Um zu Uberprufen,
ob die beobachteten Effekte tatsachlich auf die direkte Inhibition von Bcl-2 und Mcl-1
zurtckzufihren sind, wurden gezielte Knockdowns dieser Proteine mittels siRNA
durchgefuhrt. Dazu wurde entweder Bcl-2 oder Mcl-1 durch spezifische siRNAs
herunterreguliert. Um die Robustheit der Ergebnisse zu gewahrleisten, wurden flr

beide Zielproteine jeweils zwei verschiedene siRNAs eingesetzt.
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Als Kontrolle wurden siRNAs derselben Hersteller verwendet, die keine spezifische
Zielsequenz besitzen (scrambled siRNA). Dies ermoglichte eine Unterscheidung
zwischen den spezifischen Effekten der siRNA und potenziellen unspezifischen
Einfluissen des Transfektionsvorgangs oder der verwendeten Reagenzien.
Anschlielend wurden die Zellen mit ABT-199 oder MIK665 behandelt, um den Einfluss

beider Therapeutika auf den Zelltod zu analysieren.

3.7.1 Herunterregulation von Mcl-1 oder Bcl-2 durch siRNA fiihrt zu einem
besseren Ansprechen auf die Behandlung mit MIK665 und ABT-199
HepG2 Zellen wurden mit siRNA transfiziert, welche jeweils entweder Bcl-2 oder Mcl-1
herrunterreguliert. Um zu uberprifen, ob der Knockdown erfolgreich war, wurde der
Proteingehalt mittels Western Blot untersucht. In Abbildung 15 ist der Proteingehalt
dargestellt, der im Western Blot 48 bzw. 72 h nach Behandlung mit der siRNA
detektiert wurde. Nach 48 h wurden die Zellen geerntet oder das Medium durch

frisches Medium ohne siRNA ersetzt.

Dieses Vorgehen wurde gewahlt, um einen Vergleich zu dem weiterflihrenden
Experiment zu gewahrleisten, in dem der Zelltod nach 48 h Behandlung mit siRNA
sowie weiteren 24 h Behandlung mit ABT-199 oder MIK665 bestimmt wurde. Dabei
wurde das Medium nach 48 h abgenommen, um neues Medium mit ABT-199 oder
MIK665 zuzugeben, weshalb das Medium auch fur die Western Blot Versuche ersetzt
wurde. Durch den zweiten Zeitpunkt nach 72 h sollte gezeigt werden, dass der Effekt
der siRNA anhielt und die Proteine uUber den gesamten Versuchszeitraum
herunterreguliert waren. Abbildung 15 E und F zeigen die densitometrische
Auswertung des Proteingehalts in Relation zur Ladekontrolle 3-Actin. Die Behandlung
mit siRNA reduzierte die Proteinmenge von Mcl-1 um ca. 75% im Vergleich zur
Kontroll-siRNA, welche kein Target hat. Die Proteinmenge von Bcl-2 wurde durch die
spezifischen siRNAs um fast 50% reduziert.

Als nachstes wurde untersucht, inwiefern eine Herunterregulierung von Bcl-2 und
Mcl-1 durch siRNA die Wirkung von ABT-199 und MIK665 auf den Zelltod beeinflusst.
Wenn die Medikamente Uber die Inhibition von Bcl-2 bzw. Mcl-1 wirken und nicht tber
Off-Target Effekte, musste eine suffiziente Herunterregulierung von Mcl-1 dazu flhren,
dass MIK665 nicht deutlich mehr Zelltod verursacht als die ebenfalls mit Mcl-1-siRNA
vorbehandelte Kontrolle mit DMSO. Es ergabe sich ein spezifischer Zelltod nahe 0%.
Wie aus den bereits beschriebenen Experimenten hervorgeht, wirken ABT-199 und

MIK665 durch die kombinierte Inhibition von Bcl-2 und Mcl-1 synergistisch.
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Dementsprechend sollte ABT-199 nach Behandlung mit Mcl-1-siRNA deutlich besser
wirken als nach Behandlung mit Kontroll-siRNA. Das Gleiche gilt andersherum flr
Bcl-2: ABT-199 sollte nicht deutlich mehr Zelltod verursachen als die DMSO-Kontrolle,
wenn Bcl-2 bereits suffizient durch die siRNA herunterreguliert wurde. Dagegen sollte
MIK665 deutlich besser wirken als ohne Bcl-2-siRNA.

Abbildung 16 zeigt die Ergebnisse der Zelltodanalyse nach einer 48-stindigen
Behandlung mit siRNA, gefolgt von einer 24-stlindigen Behandlung mit ABT-199 oder
MIK665. In diesen Experimenten wurden feste Konzentrationen von 5 yM ABT-199
bzw. 6 yM MIK665 verwendet, da diese die jeweils hochste relevante Konzentration in
den Kombinationsbehandlungen darstellen. Hohere Dosen kamen in einzelnen
Experimenten zum Einsatz, spielen jedoch fir die Kombinationstherapie eine
untergeordnete Rolle. Bereits bei einer Konzentration von 5 yM ABT-199 oder
6 uM MIK665 wurde eine deutliche Induktion des Zelltods beobachtet, wenn das
zweite Therapeutikum in wesentlich geringerer Konzentration zugegeben wurde.
Daher wurden auch in dieser Versuchsreihe 5 yM ABT-199 und 6 uM MIK665
verwendet.

Zellen, die zuvor mit Mcl-1-siRNA behandelt wurden, sprachen im Vergleich zu der
Behandlung mit Kontroll-siRNA deutlich auf ABT-199 an (Abbildung 16). Es wurden
spezifische Zelltodraten von 45,5% (Mcl-1-siRNA Nr. 1) und 67,6% (Mcl-1-siRNA
Nr. 2) induziert. MIK665 induzierte mit 20,0% (Mcl-1-siRNA Nr. 1) bzw. 13,9%
(Mcl-1-siRNA Nr. 2) spezifischem Zelltod deutlich weniger Zelltod. Diese Effekte waren
bei siRNA Nr. 2 (Mcl-1) ausgepragter: Im Vergleich zu siRNA Nr. 1 wurde weniger
Zelltod bei Behandlung mit MIK665, aber mehr Zelltod bei Behandlung mit ABT-199
gemessen. Dies stimmt mit der Beobachtung Uberein, dass bei Nr. 2 weniger Mcl-1 im
Western Blot detektiert wurde. Dies spricht dafur, dass MIK665 durch Inhibition von
Mcl-1 und nicht durch Off-target Effekte wirkt.

Zellen, die mit Bcl-2-siRNA behandelt wurden, reagierten mit 16,4 % (Bcl-2-siRNA
Nr. 1) bzw. 16,8 % (Bcl-2-siRNA Nr. 2) spezifischem Zelltod ahnlich sensitiv auf
ABT-199 wie Mcl-1-siRNA-behandelte Zellen auf MIK665. Die zusatzliche Zugabe von
MIK665 zu mit Bcl-2-siRNA vorbehandelten Zellen fuhrte zu einem verstarkten Zelltod
von 32,8 % (Bcl-2-siRNA Nr. 1) bzw. 26,9 % (Bcl-2-siRNA Nr. 2) im Vergleich zur
Kontroll-siRNA. Da der Knockdown von Bcl-2 nur partiell war, fielen die Effekte weniger
stark aus als bei der Mcl-1-siRNA. Die Ergebnisse bestatigen, dass ABT-199 seine
Wirkung durch die gezielte Inhibition von Bcl-2 entfaltet.
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Abbildung 15: Knockdown von Bcl-2 und Mcl-1 mittels siRNA

HepG2 Zellen wurden mit siRNA behandelt, um einen Knockdown von Mcl-1 (A, B, E) oder Bcl-2 (C, D,
F) zu erreichen. 48 und 72 h nach der Behandlung wurden Zelllysate hergestellt. A-D zeigen
reprasentative Western Blots. E und F zeigen die quantitative Auswertung der Proteingehalte in Relation
zu [3-Actin. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, n=3, MW + SD
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Abbildung 16: Untersuchung von Off-Target Effekten nach Behandlung mit ABT-199
und MIK665

HepG2 Zellen wurden mit siRNA behandelt, um einen Knockdown von Bcl-2 oder Mcl-1 zu erreichen.
Nach 48 h wurden die Zellen mit 5 yM ABT-199 oder 6 uM MIK665 behandelt. Nach weiteren 24 h
wurde der Zelltod mittels Durchflusszytometrie bestimmt. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001, n=3, MW %
SD
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4 Diskussion

Obwohl die Haupt-Risikofaktoren fur die Pathogenese von Leberzellkarzinomen (HCC)
bekannt sind, bleiben die Inzidenz- und Mortalitatsraten des HCC hoch (2, 163, 164).
In Nordamerika und Europa werden mehr als 60% der HCC erst in intermediaren
(BCLC-B und -C) oder fortgeschrittenen Stadien (BCLC-C und -D) diagnostiziert (165).
Trotz jungster Entwicklungen, die zu neuen Behandlungsmaoglichkeiten gefuhrt haben,
ist die Prognose im fortgeschrittenen Stadium ungunstig (30). Die Kombination von
Atezolizumab und Bevacizumab als Erstlinientherapie fur das HCC verbesserte die
mediane Gesamtuberlebensrate (auf 19,2 Monate) und das progressionsfreie
Uberleben (auf 6,8 Monate im Vergleich zu 4,3 Monaten zu einer Behandlung mit
Sorafenib) (38). 2022 wurden die Immuncheckpoint-Inhibitoren Tremelimumab (Anti-
CTLA-4) und Durvalumab (Anti-PD-L1) als weiteres Kombinationsregime in der
Erstlinientherapie von der FDA und EMA zugelassen. Diese Behandlung verbesserte
das mediane Gesamtuberleben auf 16,4 Monate im Vergleich zu 13,8 Monate bei einer
Behandlung mit Sorafenib, wie in der HIMALAYA-Studie gezeigt (40). Die
Kombinationstherapie aus Ipilimumab, einem CTLA-4-neutralisierenden Antikorper,
mit Nivolumab, einem PD-1-neutralisierenden Antikorper, zeigte einen
Uberlebensvorteil gegeniiber Sorafenib/Lenvatinib in der CheckMate-9DW Studie
(NCT04039607) (42) und wurde daraufhin vom Ausschuss fir Humanarzneimittel
(engl.: Committee for Medicinal Products for Human Use, CHMP) der Europaischen
Arzneimittel-Agentur (EMA) fur die Erstlinienbehandlung erwachsener Patientinnen
und Patienten mit inoperablem oder fortgeschrittenem hepatozellularem Karzinom
(HCC) empfohlen (43). In der LEAP-002-Studie zeigte die Kombination aus Lenvatinib
mit Pembrolizumab vielversprechende antitumorale Aktivitat mit einem medianen
Gesamtuberleben von 21,2 Monaten (47).

Trotz dieser Fortschritte haben bestehende Therapien nach wie vor niedrige
Gesamtansprechraten, und die meisten Patientinnen und Patienten weisen eine
Progression der Tumorerkrankung auf. Daher werden dringend neue Optionen flr eine
Behandlung bendtigt, wenn Patientinnen und Patienten nicht mehr auf bestehende
Therapien ansprechen (3).

BH3-Mimetika inhibieren anti-apoptotische BCL-2-Proteine und gelten als
vielversprechende Substanzen flir die Tumortherapie. Durch ihre Wirkung verschieben
sie das Gleichgewicht zwischen pro- und anti-apoptotischen Mitgliedern der BCL-2-
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Familie am Mitochondrium in Richtung Apoptose. In empfindlichen Zellen kdnnen sie
gezielt den programmierten Zelltod auslosen. Dabei sind sie unabhangig von intakten
vorgeschalteten Signalwegen wie p53 oder Wachstumsfaktorrezeptoren, sodass
Mutationen in diesen Signalwegen umgangen werden. Entscheidend fur ihre
Effektivitat ist jedoch das Verhaltnis und die Interaktion der pro- und anti-apoptotischen
BCL-2-Proteine (166).

BH3-Mimetika werden derzeit in verschiedenen (pra-)klinischen Studien in
verschiedenen Tumorentitaten untersucht (z.B. NCT04771572, NCT03537482) (167).
Eine mogliche Kombination besteht aus dem selektiven Bcl-2 Inhibitor ABT-199 und
dem selektiven Mcl-1 Inhibitor MIK665. ABT-199 ist schon in klinischer Anwendung,
unter anderem in CLL und AML (168). Es wird von Patientinnen und Patienten mit CLL
oder AML besser toleriert als Chemo-Immunotherapie (169).

MIK665 wurde bereits in klinischen Studien getestet, z.B. fur die Behandlung von
Patientinnen und Patienten mit Rezidiv oder Therapieresistenz bei Lymphom oder
Multiplem Myelom (NCT02992483, klinische Studie Phase |) und bei Betroffenen mit
AML (NCT04629443, klinische Studie Phase I/Il), sowie in Kombination mit Venetoclax
in AML (NCT03672695). Eine aktuelle klinische Studie untersucht S227928, alleine
und in Kombination mit Venetoclax bei Patientinnen und Patienten mit AML,
Myelodysplastischem Syndrom (MDS) oder chronischer myelomonozytarer Leukamie
(CMML) (NCT06563804). S227928 ist ein Chemoimmunkonjugat (engl.: Antibody-
drug conjugate, ADC), das MIK665 mit einem monoklonalen anti-CD74 Antikorper
verbindet. MIK665 zeigte in diesen Studien zwar nur eine begrenzte Wirksamkeit.
Dennoch bleibt es aufgrund seines Wirkmechanismus ein vielversprechender
Kandidat fur weiterfUhrende Untersuchungen, insbesondere in Kombinationstherapien
oder optimierten Behandlungsstrategien (115).

Sowohl Mcl-1 als auch Bcl-2 spielen im HCC eine wichtige Rolle: Im HCC ist
insbesondere Mcl-1 Uberexprimiert (123). Die Inhibition von Bcl-2 erhdht die
Chemosensitivitat von HCC Zellen (129). Im Verhaltnis zu pro-apoptotischen
Molekulen wird im HCC viel Bcl-2 exprimiert (127).

Die Kombination zweier selektiver BH3-Mimetika fur Bcl-2 und Mcl-1 wurde bisher
noch nichtim HCC getestet. Das Ziel dieser Arbeit und der Ubergeordneten Studie (78)
war, zu untersuchen, ob HCC-Zelllinien auf eine Kombination aus ABT-199 und
MIK665 ansprechen, um Hinweise darauf zu erlangen, ob BH3-Mimetika zur Therapie

des HCC Anwendung finden kdnnten.
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Die in dieser Doktorarbeit prasentierten Daten zeigen, dass die gleichzeitige Inhibition
von Bcl-2 und Mcl-1 durch BH3-Mimetika in HepG2 Zellen Apoptose auslost. Dies
aulert sich in der Freisetzung von Cytochrom c, der Spaltung und Aktivierung der
Initiator-Caspase 9 und der Effektor-Caspase 3 sowie der Spaltung des
Todessubstrats PARP.

ABT-199 und MIK665 zeigten einzeln nur eine geringe Wirkung in HepG2 Zellen. In
Kombination induzierten sie allerdings effektiv Apoptose. Die beiden Therapeutika
wirkten synergistisch. Dies ist insbesondere in Hinblick auf eine mdgliche klinische
Anwendung relevant. Durch eine gemeinsame Gabe beider Medikamente kann die
Wirkung deutlich verbessert werden. Das steigert die Chance auf ein gutes
Ansprechen. Zudem ermoglicht die Kombinationstherapie eine Reduktion der
jeweiligen Medikamentendosen im Vergleich zur Monotherapie, was das Risiko
potenzieller Nebenwirkungen verringert.

Da ABT-199 bereits zugelassen ist und angewandt wird, gibt es hier klinische Daten
zur Plasmakonzentration. Nach Erreichen des Steady-States liegt die maximale
Plasmakonzentration nach taglicher Einnahme von 400 mg Venetoclax im Schnitt bei
2.1 £ 1.1 yg/ml entsprechend 2,4 uM. Es werden Therapieschemata mit bis zu 600 mg
Venetoclax taglich empfohlen, sodass die Serumkonzentration ggf. etwas hdher ist
(107).

Da MIK665 noch nicht zugelassen ist, gibt es dazu kaum zuverlassige Daten. In einer
Studie von Novartis (NCT02992483) wurde die maximale Plasmakonzentration bei
wochentlicher Gabe MIK665 bestimmt. An Tag 15 des Zyklus‘ betrug die maximale
Plasmakonzentration im Schnitt zwischen 3,02 pg/ml bei Gabe von 50 mg MIK665
einmal wochentlich und 25,9 pg/ml bei Gabe von 300 mg MIK665, entsprechend
3,45 uyM - 29,59 pM.

Die meisten der vorgestellten Experimente wurden mit zwei Konzentrationsreihen
durchgefihrt: einer festen ABT-199-Konzentration von 5 puM und ansteigender
MIK665-Konzentration sowie einer festen MIK665-Konzentration von 6 uM und
ansteigender ABT-199-Konzentration. Diese Konzentrationen wurden in der
Publikation fur Experimente mit Hep3B und Huh7 verwendet (78). Zur besseren
Vergleichbarkeit und Ubersichtlichkeit kamen sie daher auch in den Experimenten mit
HepG2 zum Einsatz. Das starke Ansprechen der HepG2 Zellen auf die
Kombinationstherapie flhrte insbesondere bei der festen ABT-199-Konzentration zu

hohen Konzentrationsunterschieden zwischen beiden Medikamenten. Die IC50-Werte
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lagen nach 24 Stunden bei 5 yM ABT-199 und 0,025 yM MIK665 und nach 48 Stunden
bei 5 yM ABT-199 und 0,015 uM MIK665. Angesichts der ausgepragten Wirkung der
Kombinationstherapie und der nachgewiesenen Synergie ware es kinftig sinnvoll, die
Konzentrationen beider Medikamente gleichzeitig zu reduzieren, anstatt nur die Dosis
eines Wirkstoffs zu variieren. Weitere Experimente sollten untersuchen, ob auch mit
reduzierten Konzentrationen beider Substanzen Apoptose induziert werden kann. Dies
konnte ermaoglichen, die Medikamente in niedrigeren, klinisch erreichbaren Dosen zu
verabreichen und potenzielle Nebenwirkungen zu minimieren.

Die synergistische Wirkung von ABT-199 und MIK665 deutet darauf hin, dass das
zelluldre Uberleben von HepG2 Zellen sowohl von Bcl-2 als auch von Mcl-1 abhangt.
In Zellen, die von mehreren BCL-2 Molekilen abhangig sind, sind nicht unbedingt alle
davon Uberexprimiert (170). Es ist somit nicht modglich, direkt aus den
Expressionsmustern einzelner BCL-2 Molekilen auf das Ansprechen auf
Kombinationsbehandlungen mit verschiedenen BH3-Mimetika zu schlieen (94). Ein
Zusammenhang ist dennoch erkennbar: Im Vergleich der drei in unserer Studie
untersuchten Zelllinien HepG2, Hep3B und Huh7 wiesen HepG2 und Hep3B eine
erhohte Expression mindestens eines der inhibierten Proteine auf — HepG2 zeigten
eine hohe Bcl-2-Expression, wahrend Hep3B viel Mcl-1 exprimierten. Beide Zelllinien
reagierten deutlich auf die Kombinationstherapie (78). Im Gegensatz dazu
exprimierten Huh7 Zellen nur geringe Mengen beider BCL-2-Familienmitglieder. Huh7
Zellen sprachen deutlich schlechter auf die Kombinationsbehandlung aus ABT-199
und MIK665 an als die beiden anderen Zelllinien. Insbesondere bei HepG2 gentigten
in der Kombination geringe Dosen, um Zelltod zu induzieren (78). Das lasst vermuten,
dass Huh7 weniger von anti-apoptotischen BCL-2 Molekiilen als Uberlebenssignalweg
abhangen als HepG2 und Hep3B, und dass ein Zusammenhang zwischen Ansprechen
und Expression besteht. Unabhangig von den Unterschieden zeigten alle Zelllinien
synergistische Effekte. Ahnliche Synergien durch die Kombination von ABT-199 und
MIK665 wurden auch in verschiedenen Melanom-Zelllinien beobachtet (120).

Die hier beschriebenen Experimente deuten darauf hin, dass das Ansprechen auf die
Kombinationstherapie nicht von der Expression des dritten wichtigen anti-
apoptotischen BCL-2-Proteins, Bcl-XL, abhangt. HepG2 Zellen, die vergleichsweise
hohe Bcl-XL-Spiegel aufwiesen, reagierten am besten auf die Behandlung (78).
HCC-Zellen Uberexprimieren anti-apoptotische Proteine wie Bcl-2 oder Mcl-1 in

heterogener Weise (102). Die Auswahl von Patientinnen und Patienten mit
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spezifischen Expressionsmustern oder die Testung der Ansprechbarkeit vor der
Behandlung mittels BH3-Profiling kénnte die Behandlungserfolgsquote signifikant
erhdhen (171). Dartber hinaus kénnten BH3-Mimetika verwendet werden, um die
Wirksamkeit der transarteriellen Chemoembolisation (TACE) bei der Behandlung von
HCC im intermediaren Stadium zu verbessern (34, 172, 173). Die Kombination mit
dieser lokalen Behandlung konnte die bendtigte Inhibitor-Konzentration reduzieren.
BH3-Mimetika umgehen Mutationen in den vorgeschalteten Signalwegen. Sowohl
ABT-199 als auch MIK665 induzieren Apoptose in Zellen ohne intakten p53-
Tumorsuppressorweg (113, 174). Dieses Ergebnis konnte auch in der vorliegenden
Studie bestatigt werden (78). Die Kombinationstherapie zeigte Wirkung sowohl in
HepG2 Zellen mit Wildtyp-p53 als auch in Huh7 Zellen mit mutiertem p53 und Hep3B
Zellen, die kein p53 exprimieren (78). Mutationen des p53 treten bei 25-30% der
Betroffenen mit HCC auf und fihren zu kurzeren medianen OS- und rezidivfreien
Uberlebenszeiten im Vergleich zu Betroffenen mit Wildtyp-p53 (54, 175, 176). Die
Verwendung von BH3-Mimetika umgeht p53-Mutationen erfolgreich, um Apoptose zu
induzieren und bietet somit auch die Mdglichkeit, Patientinnen und Patienten mit
mutiertem oder deletiertem p53 zu behandeln.

Zusammenfassend zeigen die hier prasentierten Daten, dass die kombinierte
Hemmung von Bcl-2 und Mcl-1 durch BH3-Mimetika synergistisch Apoptose in HCC-
Zellen auslost. Dieser Ansatz eroffnet neue Perspektiven fur die systemische
Behandlung des HCC: Durch die Kombination beider Wirkstoffe kann einer
Resistenzentwicklung entgegengewirkt und die Medikamentendosis gesenkt werden,
wodurch das Risiko schwerwiegender Nebenwirkungen reduziert wird. Die hier
vorgestellte Strategie konnte daher einen entscheidenden Schritt in der Entwicklung

neuer Therapieoptionen fir das HCC darstellen.
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5 Ausblick

Die eingesetzten Konzentrationen der beiden Medikamente unterschieden sich
deutlich: Wahrend eines der BH3-Mimetika in hoher Dosis verabreicht wurde, wurde
das andere heruntertitriert. Zuklnftige Experimente sollten untersuchen, ob
vergleichbare Effekte auch bei einer angepassten, gleichmafigen Reduktion beider
Substanzen erzielt werden konnen. Dies konnte helfen, klinisch unvertragliche
Dosierungen zu vermeiden und die Wahrscheinlichkeit zu erhohen, dass die
Kombinationstherapie sicher beim HCC eingesetzt werden kann.

Neben der hier getesteten Kombination konnten auch andere Kombinationen aus
spezifischen BH3-Mimetika in HCC-Zelllinien getestet werden. Neben Mcl-1 ist im
HCC auch Bcl-XL haufig Uberexprimiert (124, 125). Dementsprechend erscheint
insbesondere die Kombination aus Inhibitoren, welche spezifisch flr Mcl-1 und Bcl-XL
sind, vielversprechend, wenn es gelingt, klinisch sichere Bcl-XL Inhibitoren zu
entwickeln bzw. sehr niedrige Dosen einzusetzen.

Untersuchungen an Zelllinien liefern zwar wertvolle erste Hinweise auf die
Anwendbarkeit einer Therapie, konnen jedoch die komplexen Bedingungen in
Patientinnen und Patienten nicht vollstandig widerspiegeln. Insbesondere fehlt die
naturliche Mikroumgebung, die das Tumorwachstum und das Ansprechen auf
Behandlungen maRgeblich beeinflussen kann (177). Ein nachster wichtiger Schritt
ware daher die Untersuchung der in dieser Arbeit beschriebenen
Kombinationstherapie in praklinischen Tiermodellen fur das HCC.

Das Expressionsprofil der BCL-2-Proteine variiert nicht nur zwischen verschiedenen
Tumorarten, sondern auch innerhalb derselben Tumorentitat. Entsprechend zeigt auch
das HCC eine heterogene Expression dieser Molekile (54, 178). Ein
vielversprechender Ansatz ware, Expressionsprofile zu identifizieren, die das
Ansprechen auf eine Behandlung mit BH3-Mimetika vorhersagen kdnnen. Biopsien
der Tumore koénnten vor dem Beginn der Behandlung auf die Expression hin
untersucht werden, um im Voraus abschatzen zu konnen, ob Patientinnen und

Patienten auf eine Behandlung ansprechen.
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6 Zusammenfassung

Das hepatozellulare Karzinom (HCC) zahlt weltweit zu den haufigsten und tddlichsten
Tumorerkrankungen. Trotz moderner Therapieansatze, darunter Immuncheckpoint-
Inhibitoren und Anti-VEGF-Antikérper, bleibt die Prognose insbesondere in
fortgeschrittenen Stadien schlecht. Resistenzen gegenuber etablierten Behandlungen
begrenzen die therapeutische Wirksamkeit und unterstreichen den Bedarf an

innovativen Strategien zur gezielten Induktion von Zelltod in HCC-Zellen.

Ein zentraler Mechanismus der Tumorprogression ist die Apoptoseresistenz, vermittelt
durch die Uberexpression anti-apoptotischer Proteine der BCL-2-Familie
(insbesondere Bcl-2, Mcl-1 und Bcl-XL). Die gezielte Hemmung dieser Proteine durch
sogenannte BH3-Mimetika stellt einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz
dar. Wahrend ABT-199 (ein selektiver Bcl-2-Inhibitor) bereits fur hamatologische
Neoplasien zugelassen ist, ist seine Wirkung in soliden Tumoren wie dem HCC noch

wenig untersucht.

Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der kombinierten Hemmung von Bcl-2 und
Mcl-1 durch ABT-199 und MIK665 in der HCC-Zelllinie HepG2. Die Ergebnisse zeigen,
dass beide Substanzen als Monotherapie nur in hohen Konzentrationen Apoptose
induzieren. In Kombination flhrten sie jedoch bereits in deutlich geringeren
Konzentrationen zu einer ausgepragten und synergistischen Zelltodinduktion. Dieser
Effekt war durch die Freisetzung von Cytochrom c, den Verlust des mitochondrialen
Membranpotenzials (MOMP), die Aktivierung der Caspasen 9 und 3 sowie die

verstarkte Spaltung von PARP charakterisiert.

Die Kombinationstherapie zeigte eine dosisabhangige Wirkung. Die Berechnung der
IC50-Werte und des Combination Index (Cl) nach Chou et al. belegte eine starke
Synergie. Durch die gleichzeitige Inhibition von Bcl-2 und Mcl-1 konnten
Kompensationsmechanismen innerhalb der BCL-2-Familie Uberwunden und die
bendtigten Wirkstoffkonzentrationen reduziert werden — ein potenzieller Vorteil im

Hinblick auf Nebenwirkungsprofile.
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Zur Validierung des therapeutischen Potenzials sollten zukunftige Studien eine
Optimierung der Dosierung sowie die Kombination mit weiteren BH3-Mimetika oder
bestehenden HCC-Therapien prifen, beispielsweise im Rahmen der transarteriellen
Chemoembolisation (TACE) oder zur Uberwindung von Resistenzen gegeniiber bisher

zugelassenen Therapien.
Die vorliegenden Ergebnisse belegen, dass die simultane Hemmung von Bcl-2 und

Mcl-1 eine effektive Strategie zur Apoptoseinduktion im HCC darstellt und neue

Perspektiven fur die Weiterentwicklung zielgerichteter Therapien er6ffnen konnte.
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