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1. Einleitung
1.1 Maligne Neoplasien

Nach kardiovaskularen Erkrankungen machen maligne Neoplasien mit ca. 9,6
Millionen Toten im Jahr 2018 die zweithaufigste Todesursache weltweit aus
(American Cancer Society, 2018, World Health Organization, 2021a). Somit ist
etwa einer von sechs Todesfallen auf eine maligne Tumorerkrankung
zurickzufihren (World Health Organization, 2021a). Ein Zusammenspiel
verschiedener genetischer Faktoren (DNA-Reparaturmechanismen,
Immunsystem, Hormone, Keimbahnmutationen, Alter) sowie Umweltfaktoren,
wie beispielsweise physikalischer (z.B. UV-Strahlung), chemischer (z.B.
Tabakrauch) oder biologischer (z.B. Viren) Kanzerogene, fuhrt zur
Transformation gesunder Zellen zu Krebszellen mit verédnderten Proliferations-
und Zelltodeigenschaften. Derart veranderte Zellen kdnnen in angrenzende
Gewebe invasiv einwachsen bzw. in entfernte Organe uber Blut- und

Lymphgefal3e metastasieren.

Die maligne Entartung kann im gesamten menschlichen Koérper geschehen.
Besonders haufig sind jedoch in absteigender Haufigkeit Brust, Lunge,
Kolorektum, Prostata, Haut (Nicht-Melanome) und Magen betroffen (World
Health Organization, 2021b). Die Ursprungszelle ist Grundlage fir die
Unterscheidung verschiedener Krebstypen. Diese werden wiederum in solide
(z.B. Karzinome, Sarkome) und nicht-solide (z.B. Leukamie) wachsende maligne
Neoplasien eingeteilt. Am Haufigsten treten Karzinome auf, welche etwa 85%
aller malignen Krebserkrankungen ausmachen (National Cancer Institute, 2015b,
Cancer Research UK, 2017). Karzinome gehen aus Epithelien hervor, welche als
sogenannte Oberflachenepithelien die innere und &aulere Korperoberflache
auskleiden bzw. als sogenannte Drisenepithelien Driisengewebe bilden.
Karzinome betreffen vor allem altere Menschen. So liegt das mediane Alter bei
Diagnose eines Kolorektalen Karzinoms bei ca. 68 Jahren und bei Diagnose
eines Lungenkarzinoms bei ca. 70 Jahren (National Cancer Institute, 2015a). Zu
den soliden Krebserkrankungen zahlen auch die seltenen Sarkome, welche

mesenchymalen Ursprungs sind (Cancer Research UK, 2017). Sie entstehen



beispielsweise durch Entartung von Bindegewebs-, Muskel-, Fett-, Knochen-

oder Knorpelzellen.
1.2 Sarkome
1.2.1 Subtypen und Epidemiologie

Sarkome sind eine seltene und sehr heterogene Gruppe von
Tumorerkrankungen. Sie machen lediglich 1% aller adulten malignen Tumore
aus. Hingegen sind ca. 10%-15% der péadiatrischen Krebsfélle und 8% der
malignen Neoplasien in Jugendlichen und jungen Erwachsenen Sarkome
(Amankwah et al., 2013, Margaret von Mehren MD, 2018). Die ungewd6hnliche
Altersverteilung fuhrt zu einer Erhdhung der ,verlorenen Lebensjahre® durch
diese Erkrankung. Sarkome sind im Schnitt etwas haufiger in Patienten
mannlichen Geschlechts zu finden (mw 1,1-1,5:1) (Zentrum fir
Krebsregisterdaten, 2021, American Cancer Society, 2021a, National Cancer
Institute, 2020, Ferrari et al., 2011). Haufige Primarlokalisationen von Sarkomen
sind die Extremitaten (43%), innere Organe (19%), Retroperitoneum (15%), der
Kdrperstamm (10%) oder Kopf/Hals (9%) (Margaret von Mehren MD, 2018). Die
American Cancer Society erwartet fur das Jahr 2021 in den USA ca. 13.460
Neudiagnosen von Weichteilsarkomen und 5.350 Todesfalle durch diese

Erkrankung (American Cancer Society, 2021a).

Es kénnen grob zwei Gruppen von Sarkomen unterschieden werden. Die
Sarkome der Weichteile (soft-tissue sarcoma) verursachen dabei mit iber 85%
die Uberwiegende Zahl der Falle, wahrend die Sarkome des Skelettsystems
(bone sarcoma) weniger als 15% ausmachen (Amankwah et al., 2013,
Burningham et al., 2012). Beide Gruppen umfassen viele verschiedene
Subtypen. Bisher wurden mehr als 100 histologische Subtypen von Sarkomen
beschrieben, welche sich neben dem Ursprungsgewebe auch in ihrer
molekularen Pathogenese, dem Kklinischen Verlauf, der Prognose, der
vorrangigen Lokalisation sowie dem medianen Erkrankungsalter unterscheiden
(Tabelle 1) (Hoang et al., 2018). Rhabdomyosarkome, die aus Skelettmuskulatur
hervorgehen und haufig an den Extremitaten lokalisiert sind (Seattle Cancer Care

Alliance, 2020), reprasentieren den haufigsten Sarkomsubtyp in Kindern. Das



mediane Alter bei Diagnose eines Rhabdomyosarkoms liegt bei 15 Jahren

(Ferrari

et al., 2011). Haufige Subtypen in Jugendlichen und jungen

Erwachsenen sind beispielsweise:

)

ii)

Osteosarkome, die aus Knochenzellen hervorgehen, vor allem die
Extremitaten betreffen und einen Inzidenzpeak bei 15- bis 19-
Jahrigen haben (Ottaviani and Jaffe, 2009, Savage and Mirabello,
2011),

Synovialsarkome, die aus primitiven mesenchymalen Zellen
hervorgehen, vorrangig an der unteren Extremitat lokalisiert sind
und ein mittleres Manifestationsalter von 32 Jahren haben (Bakri et
al., 2012), und

Ewing Sarkome, die ebenfalls aus primitiven Zellen hervorgehen,
haufig Becken, Extremitdten, Thoraxwand oder Wirbelsaule
betreffen und ein medianes Diagnosealter von 24 Jahren aufweisen
(Ferrari et al., 2011, Seattle Cancer Care Alliance, 2020, Jedlicka,
2010).

In Erwachsenen hdoheren Alters dominieren unter anderem

i)

i)

von Fettgewebe ausgehende Liposarkome, die vorwiegend
retroperitoneal lokalisiert sind und ein medianes Diagnosealter von
60 Jahre haben,

Leiomyosarkome, die aus glatter Muskulatur, vorrangig von
abdominellen und pelvinen Organen oder Blutgefalien,
hervorgehen und ein medianes Diagnosealter von 59 Jahren

aufweisen, und

undifferenzierte Sarkome mit einem Manifestationsalter meist
zwischen 50-70 Jahren (Amankwah et al., 2013, Ferrari et al., 2011,
Seattle Cancer Care Alliance, 2020, orphanet, 2014).



Tabelle 1 | Haufige Sarkomsubtypen. Ursprungsgewebe, vorwiegende Lokalisation
und Alter der Patienten sind angegeben.

Sarkomsubtyp | Ursprungs- Vorwiegende Medianes Diagnose-
gewebe Lokalisation alter / Inzidenzpeak* /
mittleres
Manifestationsalter**
(Jahre)
Rhabdomyo- Skelettmuskulatur | Extremitaten 15
sarkom
Osteosarkome | Knochenzellen Extremitaten 15-19*
Ewing Sarkome | Primitive Zellen Becken, 24
Extremitaten,
Thoraxwand,
Wirbelsaule
Synovial- Primitive Untere 32**
sarkome mesenchymale Extremitat
Zellen
Leiomyo- Glatte Muskulatur | Abdominelle 59
sarkome und pelvine
Organe,
Blutgefalie
Liposarkome Fettgewebe Retroperitoneal | 60
Undifferenzierte |/ / 50-70*
Sarkome

Meist entstehen Sarkome spontan ohne nachweisbare Ursache. Dennoch sind
einige Risikofaktoren bekannt, welche die Wahrscheinlichkeit des Auftretens
eines Sarkoms erhdéhen. Hierzu gehdren hereditare Syndrome, wie
beispielsweise das Li-Fraumeni-Syndrom oder die Neurofibromatose,
ionisierende Strahlung (z.B. im Rahmen einer Radiotherapie oder nuklearer
Katastrophe), Einnahme bestimmter Chemotherapeutika (z.B.
Cyclophosphamid), virale Infektionen (beispielsweise mit den
Gammaherpesviren Humanes Herpesvirus 8 (HHV-8) oder Epstein-Barr-Virus
(EBV)) und chronische Entziindungen. Zudem gibt es Hinweise, dass auch
Hormone und bestimmte Chemikalien und Umweltgifte (z.B. Dioxin, Vinylchlorid,
Chlorphenol) mit der Entstehung von Sarkomen assoziiert sind (Amankwah et
al., 2013, Petersen, 2018, Gottlieb, 2002, Minchow, 2019).



1.2.2 Therapie und aktuelle klinische Studien

Aufgrund ihrer Heterogenitat in molekularer Pathogenese, histologischen
Charakteristika, klinischem Verlauf und Prognose sowie ihrer Raritat stellt die
Therapie von Sarkomen auch heute noch eine grof3e Herausforderung dar. Noch
immer sind die Therapiemdglichkeiten limitiert und die komplette chirurgische
Resektion (RO-Resektion) verbleibt die einzige Chance auf Heilung. Eingesetzt
werden zudem neoadjuvante und adjuvante Radio- und Chemotherapie im
Rahmen eines multimodalen Therapiekonzeptes. Jedoch fuhrten konventionelle
zytotoxische Chemotherapie und Radiotherapie bisher lediglich zu einer
geringfugigen Verbesserung der Uberlebensrate (Demicco et al., 2012). Die
Standardtherapie resektabler Sarkome ist die komplette chirurgische Resektion
kombiniert mit adjuvanter Radiotherapie und/oder Chemotherapie. Hierbei wird
die medikamentése Chemotherapie bei lokal begrenzten Weichteilsarkomen
international zum Teil noch uneinheitlich bewertet, sodass flr einige
Sarkomsubtypen in diesem Stadium keine generelle Empfehlung einer
adjuvanten Chemotherapie besteht (Schitte et al.,, 2019). Im Falle lokal
fortgeschrittener Sarkome, bei denen entweder keine primare RO-Resektion mit
ausreichendem Sicherheitsabstand gewahrleistet werden kann oder eine solche
Operation zu einer erheblichen Verstimmelung fiihren wirde, werden zusatzlich
neoadjuvante Therapiestrategien (z.B. Radiotherapie, Radiochemotherapie)
interdisziplinar diskutiert. Metastasierte oder irresektable Sarkome bedirfen
einer systemischen Chemotherapie. Als Standard-Erstlinientherapie dient hierfur
eine Doxorubicin-Monotherapie oder eine Doxorubicin plus Ifosfamid
Kombinationstherapie (Schitte et al., 2019, Zhang and Pollock, 2014). In
klinischen Studien zeigte sich ein Vorteil der Kombinationsbehandlung beziglich
des medianen progressionsfreien Uberlebens, jedoch fiihrte die Kombination der
Medikamente zu einem vermehrten Vorkommen héhergradiger Nebenwirkungen
(Grad 3 und 4) und nicht zu einer signifikanten Verbesserung im medianen
Gesamtiuberleben, welches fir Patienten mit fortgeschrittenem oder
metastasierten Weichteilsarkom lediglich 12-19 Monate betragt (Judson et al.,
2014, Bae et al., 2016, Tap et al., 2017). Nachdem in einer Phase 2 Studie das

mediane GesamtlUberleben von 14,7 Monate unter Doxorubicin-Therapie auf



26,5 Monate mit Olaratumab plus Doxorubicin angehoben werden konnte
(NCT01185964) (Tap et al., 2016), wurde Ende 2016 Olaratumab (Lartruvo) in
Kombination mit Doxorubicin fur die Erst- und Zweitlinientherapie des
fortgeschrittenen Weichteilsarkoms durch die Européische Arzneimittel-Agentur
(EMA) und die Food and Drug Administration (FDA) zugelassen. Dieser Effekt
konnte in der anschlieBenden Phase 3 Studie (NCT02451943) jedoch nicht
bestétigt werden (Tap et al., 2019), sodass die EMA seit 2019 empfiehlt, keine
neuen Behandlungen mit Olaratumab plus Doxorubicin mehr zu beginnen und

die EU-Zulassung widerrufen hat (European Medicines Agency, 2019).

Im Gegensatz zur Erstlinientherapie variiert die Zweit- und Drittlinientherapie
zwischen den verschiedenen Sarkomsubtypen. Eingesetzt wird beispielsweise
eine Kombinationstherapie aus Gemcitabin plus Docetaxel fur Leiomyosarkome
und undifferenzierte pleomorphe Sarkome, hochdosiertes Ifosfamid fur
Synovialsarkome, Trabectedin oder Eribulin fiir Liposarkome oder Pazopanib fur
nicht-Liposarkome (Schitte et al., 2019, In et al.,, 2017, Lopez-Pousa et al.,
2016).

Die 5-Jahres-Uberlebensrate ist unter anderem abhangig vom Stadium des
Sarkoms zum Zeitpunkt der Diagnose. Bei einem auf den Ursprungsort
begrenzten lokalisierten Tumor ist die 5-Jahres-Uberlebensrate mit 81% am
hochsten (American Cancer Society, 2021b). Aufgrund fehlender Sarkom-
typischer Symptome sowie der Raritéat und des fehlenden Bewusstseins fur diese
Krebserkrankung werden Patienten oft verzdogert zu einem Spezialisten
Uberwiesen (Schiitte et al., 2019, George and Grimer, 2012). Die Erkrankung ist
somit haufig bereits fortgeschritten und das Sarkom in nahegelegene Strukturen
oder Lymphknoten vorgedrungen. Dies fuhrt zu einer deutlich verringerten
5-Jahres-Uberlebensrate von 56%. Metastasen, die vorwiegend in der Lunge
aber auch in der Leber und dem Peritoneum auftreten (Margaret von Mehren MD,
2018), reduzieren die 5-Jahres-Uberlebensrate auf 15% (American Cancer
Society, 2021b). Das National Cancer Institute gibt in seiner Surveillance,
Epidemiology, and End Results (SEER) Datenbank fir Weichteilsarkome
insgesamt eine 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 65% an, ein weit geringerer

Wert als bei anderen haufigen Krebserkrankungen, beispielsweise der Prostata



mit knapp 98%, der Brust mit 90% oder der Haut (Melanom) mit knapp 93%
5-Jahres-Uberleben (American Cancer Society, 2021b, National Cancer Institute,
2020). Das Robert Koch Institut fuhrt fur ,Krebs der Weichteilgewebe ohne
Mesotheliom® (Zentrum fur Krebsregisterdaten, 2021) eine noch geringere
relative 5-Jahres-Uberlebensrate von 54-60% auf und weist darauf hin, dass
altersstandardisierte Erkrankungs- und Sterberaten fur diese Erkrankung seit
tber 20 Jahren in Deutschland nahezu konstant sind. Folglich besteht weiterhin
eine dringende Notwendigkeit fir die Suche nach effektiveren Therapien.
Mdgliche therapeutische Zielmolekile umfassen unter anderem abnormale, in
die Sarkomgenese involvierte Proteine oder Proteine, die mit Apoptose oder
Uberlebenssignalwegen assoziiert sind.

1.2.3 Pathogenese und mdgliche therapeutische Zielmolekile

Um neue zielgerichtete Therapien entwickeln zu konnen, ist ein besseres
Verstandnis  der  zugrundeliegenden genetischen und  molekularen
Veranderungen der Sarkome nétig. Analog zu anderen Krebsarten kann sowonhl
eine Aktivierung oder Uberexpression von Onkogenen als auch eine
Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen zur Entstehung von Sarkomen fuhren.
Basierend auf ihren genetischen Alterationen kdnnen Sarkome in verschiedene

Gruppen eingeteilt werden.

Translokations-assoziierte Sarkome machen ungefahr 20-30% aller Sarkome
aus (Demicco et al., 2012). Aus Translokationen hervorgehende Fusionsproteine
sind haufig Transkriptionsfaktoren oder Transkriptionsregulatoren. Die
chromosomale Translokation t(X;18)(p11;q11) resultiert beispielsweise in einem
SS18-SSX Fusionsgen in Synovialsarkomen. Das daraus hervorgehende
Fusionsprotein fuhrt als aberranter Transkriptionsregulator zu einer veranderten
Genexpression (z.B. von IGF2 oder CD44) (Bakri et al., 2012, Naka et al., 2010,
de Bruijn et al.,, 2006). Ein weiteres Beispiel fir Fusionsprotein-getriggerte
Malignome ist das Ewing Sarkom. Hier resultiert eine chromosomale
Translokation in chimaren Transkripten und Proteinen, die aus dem N-terminalen
Teil des ubiquitar exprimierten Proteins EWS und dem C-terminalen Teil eines

normalerweise streng kontrollierten Transkriptionsfaktors der Ets-Familie (85%



Flil, 10% Erg) bestehen. EWS-Ets ist ein unphysiologischer und hoch
exprimierter Transkriptionsfaktor, der zur Transformation der Zellen fuhrt
(Demicco et al.,, 2012, Jedlicka, 2010, Arvand and Denny, 2001). Eine
Translokation kann auch in der Uberexpression von Wachstumsfaktoren
resultieren: Bei dem Dermatofibrosarcoma protuberans (DFSP) wird
beispielsweise der Wachstumsfaktor PDGFB unter dem konstitutiv aktiven
Promotor des COL1A1 (kodiert fuir einen Teil des Typ 1 Kollagens) tberexprimiert
(Demicco et al., 2012, Minchow, 2019).

In Amplifikations-assoziierten Sarkomen kann die Transformation der Zelle
durch  Uberexpression von Protoonkogenen oder Inhibitoren von
Tumorsuppressorproteinen erfolgen. In Sarkomen wurden Amplifikationen von
Hdm2, einem Negativregulator des Tumorsuppressorproteins p53, und CDK4,
welches den Zellzyklusregulator und Tumorsuppressor Rbl inhibiert, bereits vor
Uber 20 Jahren beschrieben (Berner et al., 1996). Eine neuere Studie zeigt
zudem eine Korrelation hoher Amplifikationslevel von Hdm2, CDK4 und JUN mit
einem reduzierten krankheitsfreien Uberleben in Patienten mit dedifferenzierten
Liposarkomen (Ricciotti et al., 2017). Zu den amplifizierten Protoonkogenen
gehoéren unter anderem Mitglieder der Myc-Genfamilie. Myc-Amplifikationen
wurden bereits in einigen Sarkomen, vor allem strahlungsinduzierten Sarkomen,

gefunden (z.B. Angiosarkome) (Udager et al., 2016, Kacker et al., 2013).

Manche Sarkome werden hauptséchlich durch eine einzige aktivierende
Genmutation angetrieben. Ein Grof3teil der Gastrointestinalen Stromatumore
(GIST) weist beispielsweise aktivierende Mutationen in der
Rezeptortyrosinkinase KIT (> 80%) auf. Eine Behandlung mit dem
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib zeigte dabei sehr hohe Ansprechraten in
Patienten mit KIT-Mutationen in Exon 11 (haufigste KIT-Mutation im GIST), was
die Abhangigkeit dieser Tumore von dem konstitutiv aktiven KIT-Signalweg
verdeutlicht (Heinrich et al., 2003, Corless et al., 2004).

Die grof3te Gruppe machen aber Sarkome mit komplexen Karyotypen aus.
Hier kann die Entstehung des Sarkoms nicht auf eine bestimmte Mutation oder

ein spezifisches Fusionsprotein zuriickgefuhrt werden. Im Gegenteil



beherbergen diese Sarkome zahlreiche strukturelle und numerische
chromosomale Aberrationen, die nach aktueller Auffassung aufgrund
genomischer Instabilitat entstehen. Diese Aberrationen beinhalten unter
anderem die Amplifikation von Chromosomenarmen, wie beispielsweise des
kurzen Arms des Chromosoms 5 (5p-Amplifikation) (Adamowicz et al., 2006),
oder die Deletion von Chromosomenarmen, die fir Tumorsuppressoren wie
PTEN, p53 oder Rb1 kodieren (Taylor et al., 2011). Zudem entwickeln Sarkome
mit komplexem Karyotyp haufig Mutationen in Proteinen, die mit Proliferation und
Uberleben assoziiert sind, was entweder zu einem Funktionsverlust
(Tumorsuppressoren) oder Uberexpression/konstitutiver Aktivierung
(Protoonkogene) fuhrt. Haufig sind unter anderem TP53, RAS (H-, K-, N-), BRAF,
PTEN, RB1, BRCA2, PIK3CA und KIT mutiert (Movva et al., 2015, Minchow,
2019).

Basierend auf den zugrundeliegenden molekularen und histologischen
Charakteristika des Sarkoms werden einige Patienten im Rahmen Klinischer
Studien mit zielgerichteter, epigenetischer oder Immuntherapie behandelt, um
die Wirksamkeit dieser neueren Behandlungsstrategien in Sarkompatienten zu
untersuchen und ein verbessertes Uberleben zu erzielen. Aktuell werden
beispielsweise epigenetische Therapiestrategien mit dem HDAC-Inhibitor
Vorinostat (z.B. Phase 1 NCT04308330, Phase 1-2 NCT01879085) und
Immuntherapien mit den Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab (anti-PD-1) (z.B.
Phase 1-2 NCT03277924, Phase 1-2 NCT03138161, Phase 2 NCT03886311,
Phase 2 NCT03219671, Phase 2 NCT03590210), Ipilimumab (anti-CTLA-4) (z.B.
Phase 1-2 NCT03138161, Phase 2 NCT03219671) und Pembrolizumab (anti-
PD-1) (z.B. Phase 1-2 NCT03123276, Phase 1-2 NCT03338959, Phase 2
NCT03092323) eingesetzt. Die Wirkungsweise zielgerichteter Therapien legt ein
Ansprechen vor allem von Sarkomen mit definierten Translokationen oder
spezifischen Uberexprimierten/aktivierten Kinasen nahe. Dennoch waren
zielgerichtete Therapien bisher in nur wenigen Fallen effektiv. Der
Tyrosinkinaseinhibitor Imatinib zeigte beispielsweise anti-Tumor Effekte in
Patienten mit PDGFB uberexprimierenden Dermatofibrosarcoma protuberans

(DFSP) (Rutkowski et al., 2011) sowie bei Gastrointestinalen Stromatumoren



(GIST) mit aktivierenden KIT-Mutationen in Exon 11, bei denen im Verlauf jedoch
haufig sekundére Resistenzen durch zusétzliche KIT- oder PDGFRA-Mutationen
auftreten (Antonescu et al., 2005). Neben dem Fusionsprotein bzw.
Uberexprimierten/aktivierten Protein selbst konnen auch im Signalweg
nachgeschaltete (downstream gelegene) Faktoren, deren Expression aufgrund
dieser Genveranderungen erhoht ist, als Zielmolekile der zielgerichteten
Therapie dienen. Das Fusionsprotein SS18-SSX in Synovialsarkomen scheint
beispielsweise die Expression des Wachstumsfaktors FGF (fibroblast growth
factor) und des FGF-Rezeptors (FGFR) zu verstarken und so die Aktivierung des
RAS/RAF/MEK/ERK Signalwegs zu bewirken. Préklinische Studien zeigen in
vitro und in vivo eine Reduktion des Sarkomwachstums bei FGFR-Inhibition
(Ishibe et al., 2005, Garcia et al., 2012).

Neben den Wachstumssignalwegen kdnnen auch Alterationen in Zelliberleben
und Stressantworten als Angriffspunkte von Therapien dienen. Der
Tumorsuppressor p53 ist haufig durch Mutationen oder Uberexpression von
Hdm2 inaktiviert und die Einleitung der Apoptose verhindert. Zelltod kann zudem
durch eine Dysbalance pro- und anti-apoptotischer Faktoren verhindert werden,
beispielsweise durch Uberexpression anti-apoptotisch wirkender Proteine der
Bcl-2 Familie. Die Uberexpression anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine wird in bis
zu 60% der Sarkome gefunden (Demicco et al., 2012). Dieser anti-apoptotische
Status vieler Sarkome kann fir das Versagen von Therapien verantwortlich sein
und damit einen madglichen Angriffspunkt neuer Behandlungsstrategien
darstellen (Minchow, 2019).

1.3 Apoptose
1.3.1 Biologische Bedeutung und Grundlagen

Apoptose ist eine Form des programmierten Zelltods, tUber den nicht mehr
bendétigte oder fur den Organismus schadliche Zellen entfernt werden. Im
Gegensatz zur Nekrose, einem pathologischen Prozess bei dem Zellen
anschwellen, platzen und zu einer inflammatorischen Reaktion fiihren (Rock and
Kono, 2008, Akhtar F, 2020), kommt die Apoptose héaufig physiologisch vor. Sie

spielt eine entscheidende Rolle in der Embryogenese, der fortwdhrenden
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Erneuerung von Geweben sowie der Elimination autoreaktiver Lymphozyten,
virus- oder bakterieninfizierter Zellen und Zellen mit irreparablen DNA-Sché&den
(Akhtar F, 2020). Im Erwachsenen sterben taglich etwa 10! Zellen (Gilbert,
2000). Eine Stoérung des Gleichgewichts zwischen Proliferation und Absterben
der Zellen kann zu schwerwiegenden Erkrankungen des Organismus fuhren.
Aufgrund verminderter Apoptose kdnnen einerseits Autoimmunerkrankungen
(Uberleben autoreaktiver Immunzellen) andererseits Tumore (Uberleben
bdsartig veranderter Zellen) entstehen (Akhtar F, 2020).

Im Verlauf der Apoptose kommt es zu typischen morphologischen und
molekularen Veranderungen. Dazu zahlen das Abrunden und Schrumpfen der
Zelle, Verlust der Zell-Zell-Kontakte, Chromatinkondensierung (Karyopyknose),
DNA-Fragmentierung (Karyorrhexis), Exposition von Phosphatidylserin an der
Zelloberflache und Zerfall der apoptotischen Zelle in kleinere membran-
begrenzte Fragmente, sogenannte apoptotic bodies, die von Makrophagen
beseitigt werden (Efferozytose). Da die Zellmembranen weitgehend intakt
bleiben, erfolgt dieser Prozess meist ohne ausgepragte Entziindungsreaktion
(Akhtar F, 2020, Kroemer et al., 2009, Lullmann-Rauch, 2009, Pistritto et al.,
2016). Die wichtigsten Effektorproteasen der Apoptose sind die Caspasen, eine
Gruppe von Cysteinproteasen. Caspasen werden als inaktive Proenzyme
exprimiert (Procaspasen). Im Rahmen der Apoptose unterscheidet man die
Initiatorcaspasen (Caspase 2, 8, 9, 10), die durch autokatalytische Spaltung
aktiviert werden, von den Effektorcaspasen (Caspase 3, 6, 7), die von
Initiatorcaspasen gespalten und aktiviert werden. Bei der Aktivierung wird die
Prodomane abgespalten und die groBe und kleine Untereinheit werden
voneinander getrennt. Aktive Effektorcaspasen bestehen aus je zwei groRen und
zwei kleinen Untereinheiten und spalten eine Vielzahl von Zielmolekilen (Julien
and Wells, 2017), z.B. Struktur-/Regulatorproteine, wodurch sie letztendlich den
Zelltod mit den typischen Merkmalen der Apoptose herbeiflhren (Pistritto et al.,
2016, Bao and Shi, 2007, Fulda and Debatin, 2006). Substrate der Caspasen
sind beispielsweise Hdm2, PARP, Rb, Bcl-2, Lamin A, Lamin B und Actin
(Nicholson, 1999). Fur die Aktivierung der Apoptose sind hauptsachlich zwei
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Signalwege  beschrieben: der extrinsische und der intrinsische

Apoptosesignalweg.
1.3.2 Extrinsischer Apoptosesignalweg

Charakteristisch fur die extrinsische Apoptoseinduktion ist die Aktivierung von
Todesrezeptoren, die in der Plasmamembran der Zellen lokalisiert sind. Die
Bindung von Todesliganden, wie FasL/CD95L (Cluster of differentiation 95
Ligand), TNFa (Tumornekrosefaktor alpha) bzw. TRAIL (TNF-related apoptosis
inducing ligand), fiuhrt zur Oligomerisierung und Aktivierung der
korrespondierenden Todesrezeptoren FasR/CD95/Apo-1 (apoptosis antigen 1),
TNFa Rezeptor 1 bzw. TRAIL Rezeptor 1-2. Durch eine Konformationsanderung
des Rezeptors wird die ca. 80 Aminosduren lange zytoplasmatische
Todesdoméne (death domain, DD) exponiert, was die Bildung eines
Multiproteinkomplexes erlaubt. Dieser Komplex wird von regulatorischen
Faktoren und Adapterproteinen (z.B. Fas-associating death domain-containing
protein FADD/Tumor necrosis factor receptor type 1 associated death domain
protein TRADD) gebildet, die wiederum die Initiatorcaspasen Procaspasen 8 und
10 rekrutieren. Der resultierende Proteinkomplex wird als death-inducing
signaling complex (DISC) bezeichnet und dieser Komplex reguliert die
Aktivierung der Procaspasen 8 und 10 (Pistritto et al., 2016, Galluzzi et al., 2012).
Die aktiven Initiatorcaspasen spalten und aktivieren dann die im weiteren Verlauf
fur die terminalen apoptotischen Veranderungen verantwortlichen

Effektorcaspasen (siehe Abb. 1).
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Abbildung 1 | Extrinsischer und intrinsischer Apoptosesignalweg. Pro-
apoptotische Faktoren sind rot, anti-apoptotische Faktoren griin umrandet. BH3-only
Proteine umfassen Noxa, Puma, Bim, Bid, Bad; Bcl-2 like Proteine umfassen Bcl-2, Mcl-
1, Bcl-x., Bcl-w; MDP Proteine umfassen Bax, Bak, Bok. Apaf-1: apoptotic protease
activating factor 1, DD: Todesdoméane (death domain), DISC: death-inducing signaling
complex, FADD: Fas-associating death domain-containing protein, MDP: multi-domain
protein, MOMP: mitochondrial outer membrane permeabilization, TRADD: Tumor
necrosis factor receptor type 1 associated death domain protein [modifiziert nach
(Munchow, 2019)]

l_

1.3.3 Intrinsischer Apoptosesignalweg

Der intrinsische (mitochondriale) Apoptosesignalweg wird infolge irreparabler
intrazellularer Schaden bzw. Gbermafiigem zellularen Stress initiiert. Beispiele
hierfir sind DNA-Schaden, Expression von Onkoproteinen und onkogene
Dysregulation, oxidativer Stress, Hypoxie und Entzug von Wachstumsfaktoren
oder Uberlebenssignalen. Charakteristisch fiir die intrinsische Apoptoseinduktion
ist die Permeabilisierung der &ufReren Mitochondrienmembran (mitochondrial
outer membrane permeabilization, MOMP) (Pedley and Gilmore, 2016). MOMP
wird durch pro- und anti-apoptotische Faktoren insbesondere der Bcl-2 (B-cell
lymphoma 2) Proteinfamilie streng kontrolliert. Die Bcl-2 Proteinfamilie wird in drei
Subgruppen unterteilt, die sich in ihrer Funktion (pro-/anti-apoptotisch) und
Struktur bzw. der An- oder Abwesenheit von BH-Domanen (Bcl-2 homology)
unterscheiden (Abb. 2) (Pedley and Gilmore, 2016, Pistritto et al., 2016).
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Homo-/Heterodimerisierung von pro- und
anti-apoptotischen Bcl-2 Familienmitgliedern

T T
| | |

Interaktion mit/Regulation von verschiedenen  Porenbildende Doméne; Dimerisierung mit
apoptoseinvolvierten Proteinen pro-apoptotischen Familienmitgliedern

BH3-only NH2 ~ BH3 ~~ COOH

Transmembrandomane

Abbildung 2 | Bcl-2 Proteinfamilie. Die Funktionen der verschiedenen BH-Domanen
sind angegeben. Es werden drei Subgruppen (MDP, Bcl-2 like und BH3-only)
unterschieden. Dargestellt ist die Zusammensetzung typischer BH-Doméanen fur
reprasentative Proteine der jeweiligen Subgruppe. Rot indiziert pro-apoptotische
Proteine, griin anti-apoptotische. MDP: multi-domain protein [modifiziert nach (Pistritto
et al., 2016)]

Bax und Bak zahlen zu den pro-apoptotischen Effektorproteinen (multi-domain
proteins, MDPs), die nach Aktivierung durch Konformationsanderung und
Oligomerisierung Poren in der auf3eren Mitochondrienmembran bilden und damit
den Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials sowie die
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Intermembranraum bewirken. Die MDPs
unterscheiden sich in ihrer Lokalisation in gesunden Zellen und ihrer bevorzugten
Bindung anti-apoptotischer Bcl-2 Proteine. Wéahrend Bak im inaktiven Zustand
bereits an der &uReren Mitochondrienmembran lokalisiert ist, ist Bax
Uberwiegend zytosolisch lokalisiert und transloziert im Verlauf der Apoptose an
das Mitochondrium (Westphal et al., 2011, Kale et al., 2018).

Der pro-apoptotischen Aktivitdt von Bax und Bak wirken die anti-apoptotisch
wirkenden Proteine der Bcl-2 like Gruppe (z.B. Bcl-2, Mcl-1, Bcl-x., Bcl-w)
entgegen. Bax wird vorwiegend von Bcl-2, Bcl-x. und Bcl-w inhibiert, Bak
bevorzugt von Mcl-1 und Bcl-x (Willis et al., 2005, Gillissen et al., 2007, Ku et al.,
2011, Fletcher et al., 2008). Die dritte Subgruppe der Bcl-2 Proteinfamilie sind
BH3-only Proteine. Zu dieser Gruppe gehoéren die Proteine Bad, Bid, Bik, Bim,
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Noxa und Puma. BH3-only Proteine wirken als intrazellulare Stresssensoren mit
pro-apoptotischer Funktion. Es gibt unterschiedliche Modelle, wie BH3-only
Proteine den apoptotischen Zelluntergang positiv beeinflussen. Eines der
Modelle besagt, dass BH3-only Proteine einerseits als Aktivatoren andererseits
als Sensibilisatoren agieren kdénnen (direct activation model). Aktivierende BH3-
only Proteine konnen direkt transient an Bax und Bak binden und deren
Oligomerisierung mit nachfolgender MOMP induzieren. Anti-apoptotische Bcl-2
like Proteine verhindern diese Aktivierung der MDPs wiederum durch Bindung
der aktivierenden BH3-only Proteine. Sensitivierende BH3-only Proteine binden
an anti-apoptotische Bcl-2 like Proteine und setzen hierdurch aktivierende BH3-
only Proteine aus der inhibierenden Bindung frei, so dass diese wiederum die
Aktivierung der MDPs hervorrufen (siehe Abb. 3). In einem alternativen Modell
wird eine Oligomerisierung von Bax und Bak durch direkte Bindung an anti-
apoptotische Proteine verhindert. Diese Interaktion von MDPs mit anti-
apoptotischen Bcl-2 like Proteinen kann wiederum durch BH3-only Proteine
gestort werden, sodass Bax und Bak aus der Bindung verdréangt und damit
aktiviert werden (derepression/displacement model) (siehe Abb. 3) (Pedley and
Gilmore, 2016, Shamas-Din et al., 2011). Beide Theorien beschreiben BH3-only
Proteine als pro-apoptotische Faktoren mit inhibitorischer Wirkung auf anti-
apoptotische Proteine. Dies wird in zahlreichen Publikationen, die z.B. eine
Inaktivierung von Mcl-1 durch Noxa zeigen, bestatigt (Nakajima et al., 2014,

Gomez-Bougie et al., 2007).
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Modell 1: Direct activation model

Bg’ﬁ /;ke Aktivierende
Sensitivierende Cl- BH3-only Proteine MDP
BH3-only Proteine —| Mcl-1 —| Bim — |Bax| —*
Noxa Bel-xL Puma Bak
Bad Bcl-w Bid

Cytochrom ¢

Modell 2: Derepression/displacement model

Bcl-2 like
. Bcl-2
BH3-only Proteine MDP
Noxa —| Mcl-1 —| Bax —_
Bad Puma Bel-x Bak
Bim  Bid Bel-w

Cytochrom ¢

Abbildung 3 | Alternative Modelle der BH3-only Protein vermittelten
Apoptoseinduktion. Pro-apoptotische Faktoren sind rot dargestellt, anti-apoptotische
Faktoren sind grin dargestellt. Pfeile reprasentieren aktivierende und Balken
blockierende Wirkung. MDP: multi-domain protein [modifiziert nach (Pedley and Gilmore,
2016, Shamas-Din et al., 2011)]

Ein weniger gut untersuchtes MDP ist das Protein Bcl-2 ovarian killer (Bok). Wie
Bax und Bak kann es durch Oligomerisierung MOMP herbeifiihren (Einsele-
Scholz et al., 2016, Llambi et al., 2016). Bok ist infolge intrinsischer struktureller
Instabilitat bzw. Metastabilitat und spontaner Konformationsénderung konstitutiv
aktiv (Llambi et al., 2016, Moldoveanu and Zheng, 2018). Die Regulation der Bok-
vermittelten Apoptose ist nicht abschlieBend geklart und wird in der Literatur
kontrovers diskutiert. Obwohl die Interaktion bestimmter anti-apoptotischer Bcl-2
Familienmitglieder (z.B. Mcl-1) mit Bok wiederholt gezeigt wurde (Hsu et al.,
1997, Stehle et al., 2018) schlagen Llambi et al. (Llambi et al., 2016) die
Regulation von Bok durch proteasomalen Abbau vor und beschreiben die
Akkumulation von Bok infolge Inhibition des Proteasoms (Llambi et al., 2016,
Moldoveanu and Zheng, 2018).

Die Balance, Lokalisation und Interaktion der pro- und anti-apoptotischen
Proteine bestimmen, wie empfanglich eine Zelle fur Apoptose ist. Diese
Empfanglichkeit/Pradisposition bezeichnet man als mitochondrial priming bzw.

apoptotic priming. Sind beispielsweise anti-apoptotische Proteine Uberexprimiert
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und vermehrt in der aul3eren Mitochondrienmembran lokalisiert oder werden
vermindert pro-apoptotische Faktoren exprimiert, dann ist die Zelle weniger
empfanglich/empfindlich gegentber apoptosefordernder Stimuli. Im Gegensatz
dazu fuhrt eine verminderte Expression anti-apoptotischer Proteine sowie eine
erhohte Expression und mitochondrielle Lokalisation pro-apoptotischer Faktoren
zu einer gesteigerten Empfindlichkeit fir Apoptosesignale (Pedley and Gilmore,
2016, Potter and Letai, 2016). Krebszellen sind haufig wenig anfallig far
bestimmte pro-apoptotische Stimuli. Urséchlich sind z.B. Mutationen oder
genetische Alterationen in Genen, die in den intrinsischen Apoptoseweg
involviert sind. Ein prototypisches Beispiel ist die Uberexpression von Bcl-2 oder
anderer anti-apoptotischer Proteine, was in erhdhter Behandlungsresistenz
resultiert (Frenzel et al., 2009, Minchow, 2019).

Wenn pro-apoptotische Faktoren Uberwiegen, dann kommt es zur
Oligomerisierung der MDPs mit nachfolgendem Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials und MOMP. Durch die Porenbildung in der aul3eren
Mitochondrienmembran koénnen Proteine aus dem Intermembranraum der
Mitochondrien in das Zytoplasma austreten. Eines dieser Proteine ist
Cytochrom c. Zusammen mit dem zytoplasmatischen Protein Apaf-1 (apoptosis
protease activating factor 1) und dATP bildet Cytochrom c¢ eine multimere
Plattform, das Apoptosom. Die Rekrutierung der Initiatorcaspase Procaspase 9
bedingt die autokatalytische Aktivierung und aktive Caspase 9 spaltet und
aktiviert wiederum die Effektorprocaspase 3 und 7 (Fulda and Debatin, 2006, Bao
and Shi, 2007, Kroemer et al., 2007, Srinivasula et al., 1998).

Die Signalkaskaden der extrinsischen und intrinsischen Apoptose sind
miteinander verknUpft (cross-talk). Zu den Substraten der Initiatorcaspase 8 zahlt
das BH3-only Protein Bid. Das gespaltene Fragment tBid (truncated Bid) wirkt als
aktives BH3-only Protein, transloziert an das Mitochondrium und induziert
schlussendlich Cytochrom c Efflux (Galluzzi et al., 2012, Pistritto et al., 2016, Li
et al., 1998, Luo et al., 1998). Im Fall der mitochondrial vermittelten intrinsischen
Apoptose kann der zellulare Stresssensor p53 die Transkription der
Todesrezeptoren CD95 und TRAIL Rezeptor 2 positiv regulieren (Johnstone et

al., 2002). Auch kann Caspase 6 die Caspase 8 spalten und aktivieren (Cowling
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and Downward, 2002). Solche Verbindungen zwischen dem extrinsischen und
intrinsischen Apoptosesignalweg sind selbstverstarkende
Ruckkopplungsschleifen (Feedbackloop) und potenzieren die
Caspaseaktivierung und nachfolgend die Apoptose.

1.4 Medikamente zur Tumortherapie

Die EMA und FDA haben bereits zahlreiche Medikamente fur die Behandlung
verschiedener Krebsarten zugelassen und weitere werden momentan noch in
klinischen Studien getestet. Ziel der Krebsmedikamente ist es, entweder die
Krebszellen zu toten oder ihre Proliferation und Ausbreitung zu stoppen.
Allerdings bewirkt die Plastizitdt und Redundanz vieler Signalwege haufig eine
Behandlungsresistenz  gegeniber  Monotherapien  durch  Regulation
kompensatorischer Signalwege (Dent et al., 2009). Daher werden vermehrt
synergistisch wirkende Arzneimittelkombinationen aus zwei oder mehr
Medikamenten gesucht (Laporte et al., 2017, Radic-Sarikas et al.,, 2017,
Minchow, 2019). Synergismus beschreibt eine Uberadditive Wirkung, also eine
Verstarkung der Effizienz von Medikamenten, wenn sie in Kombination
eingenommen werden. Die gewtinschte Wirkung wird schon bei Kombination
geringerer Medikamentendosen als bei additiver Wirkung erreicht.
Vielversprechend sind vor allem Arzneimittelkombinationen, die verschiedene
Komponenten desselben Signalweges angreifen (serielle Kombinationen) oder
verwandte Signalwege (parallele Kombinationen) manipulieren, z.B. wenn zwei
Medikamente Uberlebenssignalwege oder anti-apoptotische Proteine angreifen
(Yin et al., 2014). Ein Synergismus kann dann beispielsweise auf einer direkten
Inhibition des fir die Resistenz verantwortlichen Mechanismus oder einer
verstarkten Stressapplikation auf die zugrundeliegende Resistenzmaschinerie
beruhen (Dent et al., 2009, Yin et al., 2014).

1.4.1 Bortezomib

Bortezomib (Velcade) ist ein Wirkstoff, der die proteolytische Aktivitat des 26S
Proteasoms reversibel inhibiert. Proteasomen sind ubiquitar exprimierte
Multiproteinkomplexe mit multikatalytischer Proteaseaktivitat. Proteasomen

degradieren Uberflissige und missgefaltete Proteine und spielen daher eine
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wichtige Rolle in der Proteinhomoostase. Die Inhibition dieser zielgerichteten
Proteolyse resultiert in Zellzyklusarrest und dber die Stabilisierung pro-
apoptotischer Faktoren in Apoptose (Rajkumar et al., 2005, Milano et al., 2007).
So wird nach Proteasominhibition die Akkumulation des BH3-only Proteins Noxa
sowie des MDPs Bok beobachtet (Llambi et al., 2016, Moldoveanu and Zheng,
2018, Gomez-Bougie et al.,, 2007, Rizzatti et al., 2008). Bortezomib ist als
Monotherapie oder in Kombination mit Doxorubicin, Dexamethason, Melphalan,
Prednison, Thalidomid, Rituximab oder Cyclophosphamid fir die Therapie von
Patienten mit Multiplem Myelom und Mantelzell-Lymphom zugelassen
(Ratiopharm, 2019). Die Wirksamkeit von Bortezomib wurde bereits in
Sarkompatienten getestet. In einer Phase 2 Studie zeigte eine Bortezomib-
Monotherapie lediglich minimale Wirkung bei der Therapie fortgeschrittener
Sarkome (NCT00027716) (Maki et al., 2005). Auch in Kombination mit Vorinostat
konnte in einer Phase 2 Studie kein Ansprechen bei Patienten mit
fortgeschrittenen Weichteilsarkomen erzielt werden (NCT00937495) (Attia et al.,
2011). Die Kombinationstherapie Bortezomib&Dacarbazin resultierte in lediglich
einem von 12 Sarkompatienten in einem partiellen Ansprechen (Phase 1
NCT00580320) (Poklepovic et al., 2013)

1.4.2 BH3-Mimetika

Eine relativ neue Klasse zielgerichteter Therapeutika sind BH3-Mimetika, welche
die Wirkung von BH3-only Proteinen imitieren. BH3-Mimetika binden in die
hydrophobe Furche anti-apoptotischer Bcl-2 like Proteine, die normalerweise die
BH3-Domanen pro-apoptotischer Proteine bindet. Die nun blockierte hydrophobe
Furche steht nicht mehr fir die Inhibition von MDPs bzw. Inaktivierung von
Aktivator BH3-only Proteinen zur Verfigung, so dass MDPs die aullere
Mitochondrienmembran permeabilisieren (Nakajima and Tanaka, 2016, Roberts
and Huang, 2017).

Das erste Bcl-2-selektive potente BH3-Mimetikum ist Venetoclax (Venclyxto).
Venetoclax ist als Monotherapie oder in Kombination mit Obinutuzumab oder
Rituximab fur die Behandlung von Patienten mit chronischer lymphatischer

Leukamie (CLL) zugelassen (European Medicines Agency, 2020). Bisherige
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Untersuchungen weisen auf eine geringe Wirkung bzw. Inaktivitat einer
Venetoclax-Monotherapie in Ewing Sarkomen, Osteosarkomen,
Rhabdomyosarkomen und Synovialsarkomen hin (Oncologic drugs advisory
committee, 2016, Barrott et al., 2017). Kirzlich wurde eine synergistische
Wirkung von Venetoclax mit dem Mcl-1-Inhibitor S63845 in Synovialsarkomen
beschrieben (Fairchild et al., 2020). In weiteren Krebsentitaten, z.B. akute
lymphoblastische Leuk&mie (ALL) (Benito et al., 2015), Multiples Myelom
(Touzeau et al., 2014) oder Neuroblastom (Bate-Eya et al., 2016), wurde eine
erfolgreiche Apoptoseinduktion durch Venetoclax nachgewiesen. Zahlreiche
Studien untersuchen die klinische Effektivitatt der Mono- oder
Kombinationsbehandlung mit Venetoclax bei hamatologischen und soliden
Krebserkrankungen (Phase 2 NCT03466294, Phase 1/2 NCT04330820, Phase
2 NCT03552692, Phase 1 NCT04274907, Phase 1 NCT03900884, Phase 1
NCT03672695).

Weitere BH3-Mimetika sind der selektive Mcl-1-Inhibitor A-1210477 und der
selektive Bcl-x.-Inhibitor A-1155463. Beide Inhibitoren werden bisher
ausschlief3lich praklinisch getestet und sind nicht in klinischer Anwendung. Es
liegen kaum praklinischen Daten zu der Verwendung dieser Inhibitoren in
Sarkomen vor. Allerdings wurden andere Mcl-1- und Bcl-x.-Inhibitoren bereits in
Sarkomen getestet. In Rhabdomyosarkomen wurde beispielsweise eine
synergistische Wirkung von Vincristin mit dem Mcl-1-Inhibitor S63845 und von
Doxorubicin mit S63845 sowie dem Bcl-x.-Inhibitor A-1331852 nachgewiesen
(Alcon et al., 2020). Eine Studie in Chondrosarkomen zeigte eine Sensitivierung
mancher Zelllinien gegentber Doxorubicin oder Cisplatin durch den Bcl-x.-
Inhibitor WEHI-539 sowie eine Reduktion des Tumorwachstums durch eine
Behandlung mit A-1155463 in einem Ratten-Modell (de Jong et al., 2018). Auch
in Osteosarkomen konnte WEHI-539 die Wirksamkeit von Doxorubicin erhéhen
(Baranski et al., 2015).

1.5 Notwendigkeit der Arbeit und Zielsetzung

Trotz fortlaufender Forschung konnte bisher kein Durchbruch bei der Behandlung

von Sarkomen erzielt werden, sodass fortgeschrittene Sarkome nach wie vor mit
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einer schlechten Prognose assoziiert sind. Folglich werden dringend neue
Behandlungsmaglichkeiten benotigt, um die 5-Jahres-Uberlebensrate und das
mediane Gesamtuberleben zu verbessern. In Vorarbeiten wurde die
synergistische Reduktion vitaler Zellen durch Venetoclax und Bortezomib
nachgewiesen (Munchow, 2019, Muenchow et al., 2020). Aufbauend hierauf war
Ziel dieser Arbeit, den Mechanismus der synergistischen Wirkung von
Venetoclax und Bortezomib sowie die Relevanz spezifischer Bcl-2
Familienproteine fir diesen Mechanismus zu untersuchen, um ein naheres
Verstandnis des Zusammenwirkens dieser Medikamente zu erlangen. Dies
konnte die Translation der Medikamentenkombination in die Kklinische
Anwendung erleichtern und zur Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensrate von
Sarkompatienten beitragen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten folgende Fragen bearbeitet werden:

a) Ist die synergistische Apoptoseinduktion spezifisch fir Bortezomib und
eine Bcl-2-Inhibition oder stellen Kombinationen von Bortezomib mit
anderen BH3-Mimetika, die Mcl-1 bzw. Bcl-x. inhibieren, préklinisch

ebenfalls vielversprechende Anséatze in der Sarkomtherapie dar?

b) Welche Auswirkung hat eine Inkubation mit Venetoclax, Bortezomib und
deren Kombination auf die Akkumulation und mitochondriale

Oligomerisierung der MDPs Bax, Bak und Bok in Sarkomzelllinien?

c) Welche Auswirkung hat die Inkubation mit Venetoclax, Bortezomib und
deren Kombination auf die Expression pro- und anti-apoptotisch wirkender

Bcl-2 Proteine?

d) Welchen Einfluss hat der spezifische Verlust der MDPs auf die
Wirksamkeit von Venetoclax und Bortezomib? Hierfur sollte einerseits die
Proteinexpression pro- und anti-apoptotischer Faktoren andererseits die
Effektivitat der Apoptoseinduktion in mittels CRISPR/Cas9 generierter

Bax, Bak und Bok knock-out Zellen untersucht werden.

21



2. Material und Methoden
2.1 Materialien

2.1.1 Verbrauchsmaterialien

In Tabelle 2 sind die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien

aufgefuhrt.

Tabelle 2 | Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterialien Lieferant
Amersham Protran 0,1 pm NC GE Healthcare Life Science,
Freiburg

Cell Culture Dishes, PS, 100x20 mm
Cellstar

Cell Scraper 25 cm

EVE Cell Counting Slide NanoEnTek
5 ml FACS-R6hrchen, 75x12 mm, PS
Gelloader Pipette Tips REF
70.1190.100 1-200 pl

Menzel-Glaser Deckglaser

Pasteur Pipetten

Precision Pipette Tips, BioClean,
Pipette Tips in StableRak 1000 pl,
200 pl, 10/20 pl

Purple Nitrile* Gloves

Rotilabo-Spritzenfilter, CA, steril,

0,20 um PorengrofRe

Safe-Lock Tubes 1,5 ml, 2 ml

Spritze 10 ml

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

T75, T175 Cell Culture Flasks Cellstar

Tube 15 ml, 50 ml

Vasco Nitril blue

6, 12, 96 Well Cell Culture Plate
Cellstar

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Sarstedt AG & Co. KG, NUmbrecht
VWR, Darmstadt

Sarstedt AG & Co. KG, NUmbrecht
Sarstedt AB & Co. KG, Numbrecht

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
/ Carl Roth, Karlsruhe

Hirschmann Laborgerate GmbH &
Co. KG, Eberstadt

Rainin, Giel3en

Kimtech Science Brand, Kimberly-
Clark GmbH, Koblenz
Roth, Karlsruhe

Eppendorf AG, Hamburg

B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Corning Incorporated costar,
Corning, NY, USA

Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht
B. Braun Melsungen AG, Melsungen
Greiner Bio-One GmbH,
Frickenhausen
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2.1.2 Chemikalien
Tabelle 3 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien.

Tabelle 3 | Verwendete Chemikalien

Chemikalien

Lieferant

Acrylamide-Solution (40%) Mix 29:1

Albumin Fraktion V

APS

BD CS&T Beads

BD FACSClean

BD FACSFlow

Bromphenolblau

BSA

Calciumchlorid Dihydrat = 99%, p.a.,
ACS

Color Protein Standard Broad Range

cOmplete Protease Inhibitor Cocktall
Tablets
Dako Fluorescence Mounting Medium

EDTA

Essigsaure

Ethanol

Glycerol

Glycine

Hoechst 34580

KCI

2-Mercaptoethanol

Methanol

NaCl
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylenediamine
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor
Cocktail Tablets

Pierce BCA Protein Assay Kit
Ponceau S solution

2-Propanol 70% (V/IV)

Restore PLUS Western Blot Stripping
Buffer

Roti-Histofix 4% (phosphatgepufferte
Formaldehydldsung 4%)

Roti-Stock 20% SDS

Saponin

SDS Pellets

Skim Milk Powder

SuperSignal West Dura Extended
Duration Substrate
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AppliChem GmbH, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
BD Biosciences, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Steinheim
Sigma-Aldrich, Steinheim
Roth, Karlsruhe

New England BioLabsinc., Frankfurt
am Main

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Dako North America Inc.,
Carpinteria, CA, USA

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma Life Science, Steinheim
Merck, Darmstadt

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
Sigma Life Science, Steinheim
Braun, Melsungen

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA



Tricine
Tris-Base
Tris-HCI

Triton x-100
50% Tween-20
Whatman Gel Blot Paper

Sigma Life Science, Steinheim

Roth, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

GE Healthcare Life Science,

Freiburg

2.1.3 Zellkultur

Als Versuchszelllinien dienten drei humane Sarkomzelllinien (Tabelle 4) sowie
drei knock-out Zelllinien, welche aus SW982/wt per CRISPR/Cas9 generiert

wurden.

Tabelle 4 | Verwendete Zelllinien. Neben der Art und Herkunft der Sarkome sind auch
bekannte genetische Auffalligkeiten und die ATCC Nummer angegeben. (Hom.:
Homozygot, Het.: Heterozygot, p.: Referenzsequenz des Proteins wird verwendet, p.0:
das Protein wird nicht hergestellt (den Dunnen and Antonarakis, 2000)) * kein Anspruch

auf Vollstandigkeit [modifiziert nach (Muenchow et al., 2020, Minchow, 2019)]

Zelllinie | Ursprung Karyotyp Bekannte ATCC | Literatur
Mutationen* Nr.
SW9o82 Synovialsarkom | hyperdiploid | BRAF p.V600E | HTB- | (ATCC,
(Synovium) Het. 93 2013)
CDKN2A p.0? (ATCC,
Hom. 2016c¢)
RH30/RD | Rhabdomyo- instabil NRAS p.Q61H | CCL- | (ATCC,
sarkom Hom. 136 2013)
(quergestreifter TP53 p.R248W (ATCC,
Muskel) Hom. 2016a)
SK-LMS- | Leiomyosarkom | aneuploid TP53 p.G245S | HTB- | (ATCC,
1 (Vulva) Het. 88 2013)
(ATCC,
2016b)

In Tabelle 5 sind die im Rahmen der Zellkultur verwendeten Materialien gelistet.

Tabelle 5 | Materialien fur die Zellkultur

Zellkultur

Lieferant

Aqua

DMEM (1x) REF 42430-025

Fetal Bovine Serum
HEPES Pufferan = 99,5%, p.a.
L-Asparagine
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B. Braun, Melsungen

Gibco Life Technologies Limited,

Paisley, UK

Sigma Life Science, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Serva Electrophoresis GmbH,

Heidelberg



L-Glutamine 200 mM
2-Mercaptoethanol

Non-essential amino acids (NEA)
(100x)

PBS Dulbecco w/o Ca?*, w/o Mg?*
Penicillin/Streptomycin

Sodium Pyruvate 100 mM (100x)

0,05% Trypsin-EDTA (1x)

Biochrom GmbH, Berlin
Sigma-Aldrich, Steinheim
Biochrom GmbH, Berlin

Biochrom GmbH, Berlin
Gibco Life Technologies Corporation,
Grand Island, NY, USA
Gibco Life Technologies Corporation,
Grand Island, NY, USA
Gibco Life Technologies Corporation,
Grand Island, NY, USA

2.1.4 Zellviabilitat

Tabelle 6 zeigt die fur die Bestimmung der Zellviabilitdt verwendeten Farbemittel.

Tabelle 6 | Materialien zur Vitalitdtsbestimmung

Zellviabilitat

Lieferant

Annexin V APC Lot 490257
Tetramethylrhodamine methyl ester

Trypan blue stain 0,4% NanoEnTek

ImmunoTools GmbH, Friesoythe
Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific Life Technologies
Corporation, Eugene, OR, USA
VWR, Darmstadt

2.1.5 Antikorper

Im Rahmen des Western Blots und der Immunfluoreszenzfarbung wurden die in

Tabelle 7 gelisteten Primar- und Sekundarantikérper verwendet.

Tabelle 7 | Verwendete Antikdrper

Antikdrper Anti- | Produkt- Herkunft | Verdinnung | Lieferant
Nr.

Bak, NT, Lot 06-536 Kaninchen | 1:250 (IF) EMD Millipore

2776761 Corp, Billerica,
MA, USA

Bak Ab, Lot 3 3814S Kaninchen | 1:1000 (WB) | Cell Signaling
Technology,
Beverly, MA, USA

Bax (N-terminus), | ABC11 Kaninchen | 1:500 (IF) Millipore,

Lot 2383991 Temecula, CA,
USA

Bax (N-terminus), | ABC11 Kaninchen | 1:500 (IF) Millipore,

Lot 2464998 Temecula, CA,
USA

25



Bax Ab, Lot 10 2772S Kaninchen | 1:1000 (WB) | Cell Signaling
Technology,
Beverly, MA, USA
Bcl-2 (124) mADb, | 15071S Maus 1:1000 (WB) | Cell Signaling
Lot 1 Technology,
Beverly, MA, USA
Bcl-x. Ab, Lot 7 2762S Kaninchen | 1:1000 (WB) | Cell Signaling
Technology,
Beverly, MA, USA
BD Transduction | 612278 Maus 1:250 (IF) BD Biosciences,
Laboratories Heidelberg
Purified Anti-
Tom?20, Lot
9204806
Bok, mAb ab186745 | Kaninchen | 1:500 (WB) Abcam,
[EPR15331], Lot 1:250 (IF) Cambridge, UK
GR3198297-5
GAPDH (14C10) | 2118S Kaninchen | 1:5000 (WB) | Cell Signaling
Lot 10 Technology,
Beverly, MA, USA
Mcl-1 (D35A5) 5453S Kaninchen | 1:1000 (WB) | Cell Signaling
mAD, Lot 4 Technology,
Beverly, MA, USA
Noxa mAb, OP180- Maus 1:500 (WB) Calbiochem,
Lot 2682543 100UG 1:250 (IF) Merck, Darmstadt
Alexa Fluor 488 A-21441 Huhn 1:500 (IF) Invitrogen by
anti-rabbit IgG Thermo Fisher
(H+L), Lot Scientific Life
1984052 Technologies
Corporation,
Eugene, OR, USA
Anti-mouse IgG, | 7076S Pferd 1:2000 (WB) | Cell Signaling
HRP-linked Technology,
Antibody, Lot 33 Beverly, MA, USA
Anti-rabbit IgG, 7074S Ziege 1:2000 (WB) | Cell Signaling
HRP-linked Technology,
Antibody, Lot 28 Beverly, MA, USA
Anti-mouse / Ziege 1:250 (IF) Abcam,
DyLight 649 115- Cambridge, UK
495-146
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2.1.6 Inhibitoren/Stressoren

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Inhibitoren/Stressoren verwendet.

Inhibitor/Stressor

Lieferant

DMSO Merck, Darmstadt
Q-VD-Oph Selleckchem, Minchen
Tabelle 8 | Verwendete Inhibitoren und Stressoren
INN Handels- | Zielmolekil | LOsungs- | Katalog- | Lieferant
IUPAC name mittel Nr.
Venetoclax | Venclexta | Bcl-2 DMSO S8048 Selleckchem,
Abt-199 (Us), Minchen
Venclyxto
(EV)
Bortezomib | Velcade | Proteasom | DMSO S1013 Absource
PS-341 Diagnostics
GmbH,
Minchen
A-1210477 |/ Mcl-1 DMSO S7790 Selleckchem,
Minchen
A-1155463 |/ Bcl-x. DMSO S7800 Selleckchem,
Minchen
2.1.7 Gerate
Tabelle 9 zeigt die in dieser Arbeit verwendeten Geréate.
Tabelle 9 | Verwendete Gerate
Gerat Geratename Hersteller
Absaugsystem Integra Vacusafe Integra Biosciences
GmbH, Biebertal
Autoklav TOMY SX-700E TOMY Digital Biology Co.,
LTD., Tokyo, Japan
Varioklav Typ 500 H + P Labortechnik GmbH,
Oberschlei3heim bei
Minchen
Blotter Biometra Fastblot B44 Biometra GmbH, Géttingen
Brutschrank Seriennummer: Binder GmbH, Tuttlingen

CB150#04-73042
Seriennummer:
CB150#12-12677
BD FACS Lyric

Binder GmbH, Tuttlingen

BD Biosciences,
Heidelberg

Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen

Durchflusszytometer

Gelkammer Mini-Protean Tetra Cell
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Heizblock
Kamera
Magnetrihrer

Mikroskop

Objekttrager

pH-Meter
Plattenleser

Pipette

Rollenmischer

Sterilbank

Stromgerat

Ultraschallgerat

Vortexer

Waagen
Wippschuttler
Wasseraufbereitung

Wasserbad

DRI-BLOCK DB-2A

X Stella raytest LAS 1000
Stella chemiluminescent
CCD camera

IKA RET basic safety
control

Leica DM IL LED

Leica TCS SP8
Menzel-Glaser Superfrost
Plus Obijekttrager

Lab 850

EnSpire Multimode Plate
Reader

Pipetboy acu

Pipet-Lite XLS

RM5 Assistent 348
RS-TRO05

Sterilbank
Electrophoresis Power
Supply peqglab EV231
Power PAC 1000

Power PAC 200
Bioruptor UCD-200

LSE Vortex Mixer

Reax top

XS4002S DeltaRange
GFL 3013

GFL 3014

Milli-Q Integral 10

ED Einhangethermostat
Lauda 012T
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Techne, Staffordshire, UK
Medical Systems,
Stamford, CT, USA

IKA-Werke GmbH & Co.
KG, Staufen

Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar
Leica Mikrosysteme
Vertrieb GmbH, Wetzlar
Thermo Scientific,
Rockford, IL, USA
Schott Instruments, Mainz
PerkinElmer, Inc.,
Waltham, MA, USA
Integra Biosciences
GmbH, Biebertal

Rainin, Giel3en

Karl Hecht GmbH & Co
KG, Sondheim vor der
Rhon

Phoenix Instrument,
Garbsen

Heraeus Instruments,
Disseldorf

Peqglab Biotechnologie
GmbH, Erlangen
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen
Bio-Rad Laboratories
GmbH, Feldkirchen
Diagenode Inc. USA,
Denville, NJ, USA
Corning Inc., Corning, NY,
USA

Heidolph Instruments
GmbH & Co. KG,
Schwabach
Mettler-Toledo GmbH,
Giel3en

GFL, Burgwedel

GFL, Burgwedel
Millipore, Temecula, CA,
USA

Julabo GmbH, Seelbach
Lauda Dr. R. Wobser
GmbH & Co. KG, Lauda-
Kodnigshofen



Zellzahler EVE Automatic Cell VWR, Darmstadt
Counter NanoEnTek

Zentrifuge Centrifuge 5415 D Eppendorf AG, Hamburg
Centrifuge 5417C Eppendorf AG, Hamburg
Rotina 35R Andreas Hettich GmbH &
Co. KG, Tuttlingen
Corning LSE Mini Corning Incorporated
Microcentrifuge costar, Corning, NY, USA
6766/C1501EU

2.1.8 Software

Fur die Auswertung und Darstellung der Daten sowie das Zusammenstellen

dieser Arbeit wurden folgende Softwareprogramme verwendet (Tabelle 10).

Tabelle 10 | Verwendete Software

Software Anbieter

Adobe Photoshop CS6 Adobe Inc., California, USA

Advanced Image Data Analyzer Raytest Isotopenmessgerate GmbH,

Version 4.50.010, Dec. 22, 2010 Straubenhardt

EndNote X9 Clarivate Analytics, Philadelphia, USA

BD FACSuite Research Software BD Biosciences, California, USA

GraphPad Prism 5.04 GraphPad Software, Inc., California,
USA

Leica Application Suite X Leica Microsystems CMS GmbH,

3.5.5.19976 Mannheim

Microsoft Excel 2016 Microsoft, Washington, USA

Microsoft Powerpoint 2016 Microsoft, Washington, USA

Microsoft Word 2016 Microsoft, Washington, USA

X Stella Software Version 2.1.3.271, Raytest Isotopenmessgerate GmbH,

Dec. 6 2012 Straubenhardt

2.2 Zellbiologische Methoden
2.2.1 Kultivierung der Sarkomzelllinien

Alle Sarkomzelllinien wurden in DMEM + 10% FCS + 5% AddR bei 37°C, 5%
CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit kultiviert. Bei einer Konfluenz von 90% wurden die
Zellen passagiert. Die Zellen wurden mit Hilfe von Trypsin-EDTA von der
Plastikoberflaiche abgelést. Die enzymatische Reaktion wurde mit
supplementiertem DMEM gestoppt und der gewinschte Teil der Zellen (meist

1/3-1/10) wurde in eine neue Kulturflasche Uberfuhrt. Anschlielend wurde mit
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DMEM + 10% FCS + 5% AddR auf ein Endvolumen von 20 ml (T75 Kulturflasche)
bzw. 30 ml (T175 Kulturflasche) aufgefullt.

Zusammensetzung
AddR 100 ml Penicillin/Streptomycin (1,72 g/l)
100 ml 5 mM 2-Mercaptoethanol (0,862 mM)
100 ml 1 M Hepespuffer pH 7,29 (0,172 M)
100 ml 100 mM Natriumpyruvat (17,24 mM)
100 ml 200 mM L-Glutamin (34,48 mM)
60 ml 100x Non-essential amino acids
20 ml Asparagin (10 mg/ml) (2,6 mM)
=>» Steril filtrieren
= 29 ml AddR-Stammlésung auf 500 ml
Medium
1 M Hepespuffer pH 7,29 238,3 g HEPES
ad 1000 ml Aqua dest.
=> steril filtrieren
= pH mit NaOH einstellen
5 mM 2-Mercaptoethanol 350 ul 2-Mercaptoethanol
1000 ml PBS

2.2.2 Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung mittels Trypanblau

Diese Methode basiert auf der unterschiedlichen Membranintegritat toter und
lebender Zellen. Bei lebenden Zellen verhindert die intakte Zellmembran das
Eindringen des anionischen Diazofarbstoffes Trypanblau, weshalb vitale Zellen
ungefarbt bleiben. Im Gegensatz dazu verlieren tote Zellen ihre
Membranintegritat, woraufhin Trypanblau im Zytosol akkumuliert und die Zelle
blau anfarbt. Fur die Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung wurden 10 pul der
Zellsuspension 1:1 mit 0,4% Trypanblau gemischt. Hiervon wurden 10 pl in eine
EVE Zahlkammer Uberfuhrt und mit dem EVE automatisierten Zellz&hler

analysiert.

2.2.3 Durchflusszytometrische Analyse des Zelltods mittels Annexin V-
APC und TMRM Féarbung

Die Durchflusszytometrie erlaubt eine Analyse mehrerer tausend Zellen pro
Sekunde im Hinblick auf Zellgré3e (forward scattered light, FSC) und Granularitat
(side scattered light, SSC). Unter Zuhilfenahme spezifischer Farbungen kénnen

des Weiteren Informationen Uber zellulare Vorgange wie Zelltod, Zellzyklus und
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Expression von Oberflachenmolekilen oder intrazellularen Proteinen gewonnen
werden. In dieser Arbeit wurde der Zelltod mittels Durchflusszytometrie genauer
analysiert. Die hierbei verwendete Annexin V-APC Farbung dient der Detektion
von Phosphatidylserin (PS). Dieses wird im Rahmen der Apoptose von der
Innenseite der Plasmamembran auf die Aul3enseite transloziert, woraufhin das
Protein Annexin V mit hoher Affinitéat an das Phospholipid binden kann. Durch die
Konjugation von Annexin V an den Fluorophor Allophycocyanin (APC) ist ein
durchflusszytometrischer Nachweis PS-exponierender Zellen méglich. Allerdings
erlauben die im Verlauf des nekrotischen Zelltodes entstehenden
Membrandefekte die Penetration von Annexin V-APC in die Zelle, sodass auch
nekrotische Zellen positiv erscheinen. Die Farbung mit Annexin V-APC erlaubt
also nicht die Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose. Aus diesem
Grund wurde zuséatzlich das mitochondriale Membranpotential mit Hilfe des
Farbstoffs Tetramethylrhodamin-methylester (TMRM) untersucht. TMRM ist ein
zellmembrangéngiger Rhodamin-Fluoreszenzfarbstoff, der sich aufgrund seiner
positiven Ladung in intakten, negativ geladenen Mitochondrien ansammelt.
Kommt es im Rahmen der intrinsischen Apoptose zu einem Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials, akkumuliert der Farbstoff nicht mehr im
Mitochondrium. Dieser Verlust der Anreicherung von TMRM st ein Indiz flr die

intrinsische Apoptose.

Wahrend fir das Titrationsexperiment (3.1) 1,5x10° Zellen pro Well einer 6-Well
Platte ausgesat wurden, waren es fur die knock-out Versuche 0,7x10° Zellen pro
Well einer 12-Well Platte (3.3.2). Am nachsten Tag erfolgte ein Mediumwechsel
mit Zugabe der Wirkstoffe in den unten angegebenen Konzentrationen (Tabelle
11 und 12).

Tabelle 11 | Konzentrationen Titrationsexperiment
BH3-Mimetika 1,5uM 6 UM 15 uM 30 uM
Bortezomib 0,5nM 2nM 5nM 10 nM

31



Tabelle 12 | Konzentrationen knock-out Versuche

Venetoclax 15 uyM

Bortezomib 5nM

Die verwendeten Wirkstoffe wurden in DMSO gel6st, das in hoheren
Konzentrationen selbst zytotoxisch wirkt. Um die toxische Wirkung von DMSO
auszuschlieBen, wurden jeweils Kontrollexperimente mit entsprechenden
Mengen DMSO durchgefuhrt. AnschlieRend wurden die Zellen fur 24 h bei 37°C,
5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert.

Die Zellen wurden mit Hilfe von Trypsin-EDTA geerntet und vollstandig (auch die
toten Zellen im Medium) in ein FACS-Ro6hrchen UUberfihrt. Nach dem
Zentrifugieren (5 min, 1800 rpm, RT) wurden die Zellpellets in je 500 pl 1x PBS
+ 2% FCS + 50 nM TMRM resuspendiert und fir 20 min bei 37°C inkubiert.
AnschlieRend wurden die Zellen erneut pelletiert (5 min, 1800 rpm, RT). Es
erfolgte eine Verdiinnung von Annexin V-APC in 1x Annexin Bindepuffer (ABP)
(1:50 far Titrationsexperiment, 1:100 fur knock-out Versuche), in welcher die
Zellen anschlieRend resuspendiert wurden. Einer weiteren Inkubation von 15 min
im Dunkeln schloss sich die durchflusszytometrische Analyse am BD FACS Lyric

an.

Zusammensetzung
10x Annexin Bindepuffer 81,82 g NaCl (1,4 M)
2,77 g CaCl, (25 mM)
100 ml 1 M HEPES pH 7,4 (100 mM)
ad 11 H20 - milliQ
1 M Hepespuffer pH 7,4 238,3 g HEPES
ad 1000 ml H20 - milliQ
=>» steril filtrieren
=» pH mit NaOH einstellen

2.2.4 Immunfluoreszenzmikroskopie

Mithilfe  der Immunfluoreszenzfarbung kann die Lokalisation und
Oligomerisierung von Bax, Bak und Bok analysiert werden. Hierfir wurden je
50.000 Zellen/Well (12-Well Platte) auf Deckglasern (&: 15 mm) ausgesat und

am néachsten Tag mit 15 uM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib bzw. einem
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entsprechenden Volumen DMSO (DMSO-Kontrolle) fir 24 h inkubiert. Zusatzlich
wurde der pan-Caspase-Inhibitor Q-VD-Oph (10 pM) zugegeben, um die
Apoptose downstream der mitochondrialen Apoptoseinduktion zu unterbinden
und eine vermehrte Zelladh&renz nach 24 h zu gewahrleisten.

Die Zellen wurden mit 4% phosphatgepufferter Formaldehydlésung fir 30 min
(4°C) fixiert, anschlieBend mit PBS gewaschen und 30 min bei 4°C mit
Immunfluoreszenzpuffer permeabilisiert. Daraufhin wurden die Zellen Gber Nacht
bei 4°C mit Primarantikbrper (1:250, Tabelle 7) in Immunfluoreszenzpuffer
inkubiert. Am nachsten Tag wurden die Zellen mit PBS gewaschen und fur
mindestens 6 h mit Sekundarantikorper (Huhn anti-Kaninchen Alexa Fluor 488
(1:500) bzw. Ziege anti-Maus DyLight 649 (1:250)) in PBS bei 4°C im Dunkeln
inkubiert. Dem PBS des anschlieenden Waschschritts wurde 100 ng/ml
Hoechst 34580 fiur die Zellkernfarbung beigesetzt. Nach erneutem Waschen der
Zellen wurden die Deckglaser mit Eindeckelmedium auf Objekttragern fixiert.
Immunfluoreszenzaufnahmen  wurden mit einem Leica TCS SP8

Konfokalmikroskop angefertigt.

Zusammensetzung
Immunfluoreszenzpuffer 2 g BSA (4%)
500 ul 5% Saponin (0,05%)
ad 50 ml 1x PBS
=> filtrieren durch Spritzenfilter mit 0,2
um PorengrofRe

2.2.5 Medikamenteninkubation und Ernte der Sarkomzellen fir Western

Blot Analyse

1,7x108 Zellen der Zelllinie SK-LMS-1, 1x10° Zellen der Zelllinie RD und 2x10°
Zellen der Zelllinie SW982 wurden pro Petrischale (&: 100 mm) ausgesat. Am
nachsten Tag wurden die Zellen mit 15 uM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib
bzw. einer entsprechenden Menge DMSO sowie 10 uM Q-VD-Oph fir 8 h
inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Hilfe eines Zellschabers geerntet
und zentrifugiert (5 min, 1400 rpm, RT). Nach einmaligem Waschen mit PBS
wurde der Uberstand verworfen, die Zellpellets in flissigem Stickstoff

schockgefroren und bei -80°C gelagert.
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2.3 Molekularbiologische und biochemische Methoden
2.3.1 Generierung von Zelllysaten aus Sarkomzellen

Die in 2.2.5 generierten Zellpellets wurden in Lysepuffer mit Protease- und
Phosphataseinhibitoren (1x Protease Inhibitor Cocktail, 1x Phosphatase Inhibitor
Cocktail) auf Eis resuspendiert. Zum vollstandigen Zellaufschluss wurden die
Lésungen mit 200 W in 6 Zyklen & 24 s sonifiziert. Unldsliche Bestandteile wurden
durch Zentrifugation (15 min, 13000 rpm, 4°C) abgetrennt und der Uberstand als
proteinhaltiges Zelllysat weiterverwendet.

Zusammensetzung
Lysepuffer 3,94 g Tris-HCI pH 7,6 (50 mM)
7,3 g NaCl (250 mM)
0,5 ml Triton x-100 (0,1%)
0,73 g EDTA (5 mM)
ad 500 ml Aqua dest.

= pH mit NaOH einstellen

2.3.2 Bestimmung der Proteinkonzentration und Vorbereitung der Proben

Die relativen Proteinkonzentrationen wurden mithilfe des Pierce BCA Protein
Assay Kit in 96-Well Platten durch Absorptionsmessung bestimmt. Je 200 ul des
BCA-Arbeitsreagenz (Losung A:Losung B 50:1) wurde 1 pl der Zelllysate
zugegeben. Die Proteinkonzentrationsbestimmung erfolgte in Duplikaten. Nach
einer Inkubation von 30 min bei 37°C wurde die Absorption bei 562 nm mithilfe
eines Plattenlesers (EnSpire Multimode Plate Reader, Perkin Elmer) ermittelt.

Die Proteinkonzentration wurde relativ zu einer BSA-Standardkurve errechnet.

Zur  weiteren  Verwendung  wurden  Arbeitslésungen mit  einer
Proteinkonzentration von 3 pg/ul durch Verdiinnen mit 5x Protein-Ladepuffer
hergestellt, 5 min auf 95°C erhitzt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C

gelagert.
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Zusammensetzung
5x Protein Ladepuffer 10 g SDS (10%)
30,6 ml 1 M Tris Puffer pH 6,8 (0,306 M)
25 ml 2-Mercaptoethanol (25%)
100 mg Bromphenolblau (0,1%)
ad 75 ml H20 - milliQ
+ 25 ml Glycerol (25%)
1 M Tris Puffer pH 6,8 12,1 g Tris-Base
50 ml H20 - milliQ

=>» pH 6,8 mit HCI einstellen
ad 100 ml H>O - milliQ

2.3.3 Gelelektrophorese und Western Blot

Proteine konnen entsprechend ihrer scheinbaren GroéRe mittels SDS-
Polyacrylamid-(PAA)-Gelelektrophorese getrennt werden. SDS denaturiert und
Uberdeckt die Eigenladung der Proteine und vermittelt eine zur Lange der
Peptidkette proportionale negative Ladung. Bei Anlegen eines elektrischen
Feldes wandern die SDS-Proteinkomplexe in Richtung Anode (+) und werden
dabei entsprechend ihrer GréR3e unterschiedlich stark durch das Polyacrylamid-
Gel zurickgehalten. Kleinere Proteine durchlaufen die Gelmatrix schneller als

groRere.

Die Geltaschen der PAA-Gele wurden mehrmals grindlich mit 1x
Elektrophoresepuffer gespult. Je 30 pg Protein pro Probe wurden zur
elektrophoretischen Trennung in die Taschen gefiullt. Zur relativen
GroRRenbestimmung der Proteine diente ein Proteinmarker mit Proteinen
bekannter Gréf3e. Die elektrophoretische Trennung erfolgte bei 100 V fir 30 min
und anschlielBend bei 160 V fur ca. 2 h.

Nach der Trennung erfolgte der elektrophoretische Transfer der Proteine auf eine
Tragermembran nach der SemiDry Methode. Hierfur wurden eine 0,1 pm
Nitrozellulosemembran, Filterpapier und das Gel in Transferpuffer equilibriert.
Durch Anlegen eines elektrischen Feldes senkrecht zum Gel wandern die
Proteine wegen der negativen Ladung des gebundenen Dodecylsulfates aus
dem Gel in Richtung Anode (+). Dazu wurde die Nitrozellulosemembran auf drei
an der Anode befindliche Filterpapiere gelegt. Darauf wurden das Gel und weitere

drei Filterpapiere platziert. Nach jeder Lage Filterpapier diente ein Handroller
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zum Ausstreichen von Luftblasen, um einen gleichmaldigen Transfer der Proteine
auf die Membran zu gewahrleisten. Der Transfer erfolgte bei konstanten 40 mA
pro Gel fur 1,5 h (Biometra Fastblot B44).

Die Blot-Membranen wurden mit 1x TBST gewaschen und mit Ponceau S
gefarbt, um den Erfolg des Blot-Vorgangs zu Uuberprifen. Um offene
Bindungsstellen abzuséattigen, wurden die Membranen anschliel3end fir 1 h mit
5% Magermilch in 1x TBST bei RT inkubiert. Die Membranen wurden erneut mit
1x TBST gewaschen und Uber Nacht bei 4°C mit Prim&rantikbrpern inkubiert.
Verwendete Antikorperverdiinnungen und -herkunft sind in Tabelle 7 aufgelistet.
Mit Ausnahme von anti-GAPDH waren alle Antikorper in 5% BSA in 1x TBST
verdunnt. Die anti-GAPDH Verdinnung erfolgte mit 5% Magermilch in 1x TBST.

Am néchsten Tag wurden die Membranen 3x 10 min mit 1x TBST gewaschen
und anschlieBend fur 1 h bei RT mit Sekundarantikorper (1:2000 in 5%
Magermilch in 1x TBST) inkubiert. Die Sekundarantikbrper waren an
Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP) gekoppelt. Daher konnte
nach erneutem 3x 10-mindtigem Waschen der Membranen das Signal mittels
einer ECL-L6sung (enhanced chemiluminescence Losung) in einem digitalen
Geldokumentationssystem (LAS-1000) detektiert werden. Als Kontrolle fur die
gleiche Proteinmengen je Probe wurde bei jedem Western Blot das
Housekeeping Protein Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)

nachgewiesen.

Sollte ein weiteres Protein &hnlicher Gro3e auf der Membran detektiert werden,
wurde die Membran nach erfolgter Detektion 10 min mit 1x TBST gewaschen und
anschlieBend 10 min bei RT mit Stripping-Buffer inkubiert. Nach erneutem
10-minttigen Waschen wurde die Membran 1 h bei RT mit 5% Magermilch in 1x

TBST geblockt und wurde dann fur die Detektion weiterer Proteine verwendet.
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Zusammensetzung

10% APS 19 APS
ad 10 ml H20 - milliQ
Elektrophoresepuffer (10x) 30,3 g Tris-Base (250 mM)

45 g Tricine (250 mM)

25 ml 20% SDS (0,5%)

ad 11 H20 - milliQ
Sammelgel 660 pl Acrylamid 29:1, 40%
760 pl 2,5 M Tris-HCI, pH 8,8
3,42 ml H20 - milliQ

5 ul TEMED

450 pl APS, 10%
20% SDS 100 g SDS

ad 500 ml H2O - milliQ
10x TBS pH 7,4 400 g NaCl (1,369 M)

10 g KCI (0,027 M)
16,93 g Tris-Base } -
175 g Tris-HCl (0,25 M Tris)
ad 5000 ml H20 - milliQ
1x TBST 500 ml 10x TBS
4500 ml H20 - VE
10 ml 50% Tween20 (0,1% Tween)
Transferpuffer (Semi-dry) 29 g Tris-Base (48 mM Tris)
14,6 g Glycine (39 mM)
9,25 ml 20% SDS (0,037%)
1 | Ethanol (20%)
ad 5000 ml H20 - milliQ
Trenngel 4 ml Acrylamid 29:1, 40%
5ml 2,5 M Tris-HCI, pH 8,8
890 pl H20 - milliQ
6 ul TEMED
300 pl APS, 10%
2,5 M Tris-HCI, pH 8,8 60,57 g Tris-Base
150 ml H20 - milliQ
= pH 8,8 mit HCI einstellen
ad 200 ml H20 - milliQ
50% Tween20 250 ml Tween20
250 ml H20 - milliQ

2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Programm GraphPad Prism5.
Verwendet wurde ein zweiseitiger ungepaarter t-Test. Statistische Signifikanz
wurde definiert ab p-Werten < 0,05 (* = p < 0,05; * = p < 0,01; ** = p < 0,001).

P-Werte = 0,05 wurden als nicht signifikant (ns) gewertet. Dargestellt sind jeweils
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die Mittelwerte + Standardabweichung (SD) von mindestens drei unabhangigen
Experimenten. Messwerte aulRerhalb der vierfachen durchschnittlichen
Standardabweichung wurden als Ausrei3er gewertet und das Experiment ein
weiteres Mal wiederholt. Die mittlere  Standardabweichung  der
Titrationsexperimente (Kapitel 3.1) betrug 4,47% fir Annexin V-APC und 4,18%
fur TMRM. Eliminiert wurden somit Ausrei3er die zu Standardabweichungen
>18% bei Annexin V-APC (2 Messwerte) sowie > 17% bei TMRM (2 Messwerte)
fuhrten. Die mittlere Standardabweichung der Apoptosemessungen in SW982/wt
und SW982/MDP-ko (Kapitel 3.3.2) betrug 5,95% fur Annexin V-APC und 7,34%
fur TMRM.
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3. Ergebnisse

3.1 Zelltodanalyse von Weichteilsarkomen nach alleiniger bzw.
gleichzeitiger Inkubation mit BH3-Mimetika und Bortezomib

Die in unseren Vorarbeiten festgestellte synergistische Reduktion vitaler Zellen
durch gleichzeitige Inkubation mit Venetoclax und Bortezomib sollte hier im Sinne
einer effektiven Apoptoseinduktion zunadchst mittels Durchflusszytometrie
verifiziert und die Ubertragbarkeit auf eine Kombination anderer BH3-Mimetika

und Bortezomib analysiert werden.
3.1.1 Venetoclax und Bortezomib

Es wurden 1,5x10°> Zellen pro Well einer 6-Well Platte ausgesat und
anschlieBend mit aufsteigenden Konzentrationen von Venetoclax und
Bortezomib bzw. entsprechenden Mengen an DMSO inkubiert. Nach 24 h
wurden die Zellen mit Annexin V-APC und TMRM gefarbt und

durchflusszytometrisch analysiert.

Eine Dosierung bis 6 uM Venetoclax und 2 nM Bortezomib bewirkte in SW982/wt
(Synovialsarkom) und RD (Rhabdomyosarkom) weder bei alleiniger noch
kombinierter Inkubation im Vergleich zur Kontrolle erhdhte Zelltodzahlen (Abb.
4). Die Inkubation mit 15 uM Venetoclax resultierte in 17% (SW982/wt) bzw. 15%
(RD) Annexin V-APC* Zellen. Nach einer alleinigen Inkubation mit 5 nM
Bortezomib lag der Anteil von Annexin V-APC™* Zellen bei 13% (SW982/wt) bzw.
11% (RD). Diese Werte sind vergleichbar mit den 9% Annexin V-APC* Zellen des
Kontrollansatzes beider Zelllinien. Eine Inkubation mit 15 puM Venetoclax
resultierte zudem in einem Verlust des mitochondrialen Membranpotentials
(TMRM!Y) in 9% der SW982/wt Zellen sowie in 16% der Zellen der Zelllinie RD.
Nach Inkubation mit 5 nM Bortezomib zeigten sich 12% (SW982/wt) bzw. 6%
(RD) TMRM ", Auch diese Werte sind vergleichbar mit der Kontrolle (9%
SW982/wt, 5% RD). Im Gegensatz zur jeweiligen alleinigen Inkubation resultierte
die Kombination von 15 pM Venetoclax und 5 nM Bortezomib bei der Zelllinie
SW982/wt in 88% Annexin V-APC* und 80% TMRM™ Zellen, was einer
signifikant erhdhten Apoptoseinduktion entspricht (p < 0,001). Auch bei der
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Zelllinie RD konnte die gleichzeitige Inkubation mit 15 uM Venetoclax und 5 nM
Bortezomib einen signifikanten Anstieg (p < 0,001) avitaler Zellen erzielen. So
waren ~50% der RD Zellen Annexin V-APC*, wahrend ~70% einen Verlust des
mitochondrialen Membranpotentials als Zeichen der frihen Apoptose zeigten
(Abb. 4 & 5).

Die Zelllinie SK-LMS-1 (Leiomyosarkom) reagierte bereits auf eine alleinige
Inkubation mit Venetoclax bzw. Bortezomib sensitiver als die Zelllinien SW982/wt
und RD. Dennoch zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen der alleinigen
Inkubation mit 15 pM Venetoclax und der Kombination von Venetoclax mit 5 nM
Bortezomib (Abb. 5) (54% vs. 84% Annexin V-APC* Zellen (p = 0,0011); 30% vs.
70% TMRM"" (p = 0,0015)). Inkubation mit 5 nM Bortezomib resultierte in 24%
Annexin V-APC* Zellen (p < 0,001) und 23% (p = 0,001) der SK-LMS-1 Zellen

zeigten einen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials.

Eine Dosierung von 30 uM Venetoclax fuhrte zu einer im Vergleich zur Kontrolle
erhohten Zelltodinduktion — der Anteil avitaler Zellen betrug 50-60% in SW982/wt
und RD. Hingegen konnte die Behandlung mit 10 nM Bortezomib in SW982/wt
und RD maximal knapp 20% Zelltod erzielen (Abb. 4). In SK-LMS-1 resultierte
die alleinige Inkubation mit 30 uM Venetoclax in ~79% Annexin V-APC* Zellen
und mit 10 nM Bortezomib in ~57% Annexin V-APC* Zellen. Alle drei Zelllinien
SW982/wt, RD und SK-LMS-1 waren nach einer gleichzeitigen Inkubation mit 30
MM Venetoclax und 10 nM Bortezomib zu annahernd 100% Annexin V-APC* bzw.
TMRM" Y (Abb. 4).
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Abbildung 4 |

Konzentrationsabhangige Zelltodinduktion durch Venetoclax

und/oder Bortezomib. 1,5x10° Zellen der Zelllinien SW982/wt (Synovialsarkom), RD
(Rhabdomyosarkom) und SK-LMS-1 (Leiomyosarkom) wurden pro Well einer 6-Well
Platte ausgesat und fir 24 h mit aufsteigenden Konzentrationen von Venetoclax
und/oder Bortezomib inkubiert. Die Apoptoseinduktion wurde durchflusszytometrisch
mithilfe einer Annexin V-APC- und TMRM-Farbung analysiert. Die Gegenwart beider
Wirkstoffe erzielte ab Konzentrationen von 15 pM Venetoclax und 5 nM Bortezomib eine
deutlich effektivere Zelltodinduktion als die jeweiligen alleinigen Inkubationen.
Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardabweichung (SD) aus drei unabhangigen
Experimenten (n = 3).

Da 30 uM Venetoclax und 10 nM Bortezomib bereits bei alleiniger Inkubation in
mindestens einer der getesteten Zelllinien tUber 55% Annexin V-APC* Zellen
induzierten, sind diese Konzentrationen fir die Betrachtung des Synergismus
ungeeignet. Deutlich geeigneter sind hingegen die Konzentrationen 15 pM
Venetoclax und 5 nM Bortezomib. Die direkte Gegenuberstellung der FACS-

Messwerte zeigt eindeutig, dass der Anteil Annexin V-APC* und TMRM"" Zellen
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nach alleiniger Inkubation mit 15 pM Venetoclax bzw. 5 nM Bortezomib in

SW982/wt und RD auf Hohe der Kontrollansatze liegt, wohingegen eine

Inkubation in Gegenwart beider Wirkstoffe in allen drei Zelllinien SW982/wt, RD

und SK-LMS-1 in einer im Vergleich zur alleinigen Inkubation signifikant erhdhten
Zahl Annexin V-APC* und TMRM"" Zellen resultierte (Abb. 5).
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Abbildung 5 | Signifikant erhdhte Apoptoseinduktion durch simultane Gegenwart
von Venetoclax und Bortezomib. Die dargestellten Ergebnisse entsprechen den
Werten aus Abb. 4 in anderer Darstellungsform (n = 3). Eine gleichzeitige Inkubation mit
15 uM Venetoclax und 5 nM Bortezomib erzielte signifikant erhdhte Zelltodzahlen im
Vergleich zu den jeweiligen alleinigen Inkubationen. Gezeigt ist der Mittelwert + SD
(t-Test: *=p <0,05; * = p <0,01; ** =p < 0,001).
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Im Vergleich zu den jeweiligen alleinigen Inkubationen mit 15 pM Venetoclax
bzw. 5 nM Bortezomib zeigten alle Zelllinien eine signifikant erhohte
Zelltodinduktion (Annexin V-APC¥) nach simultaner Inkubation mit 15 pM
Venetoclax und 5 nM Bortezomib (Venetoclax&Bortezomib). In &hnlicher Weise
fuhrte die Gegenwart beider Wirkstoffe bei einem signifikant grof3eren Anteil der

Zellen zu einem Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (TMRM!"),
3.1.2 A-1155463 und Bortezomib

Um zu analysieren, ob auch andere BH3-Mimetika synergistisch mit Bortezomib
Apoptose induzieren, wurde der Bcl-xc-Inhibitor A-1155463 in einem analogen
Experiment verwendet. Die Konzentrationen von A-1155463 entsprachen denen
von Venetoclax und die Bortezomibkonzentrationen waren identisch wie in
Kapitel 3.1.1.

Der Anteil Annexin V-APC* und TMRM"®" Zellen war bei Dosierungen bis 6 uM
A-1155463 und 2 nM Bortezomib in SW982/wt und RD sowohl bei alleiniger als
auch kombinierter Inkubation der beiden Wirkstoffe vergleichbar mit der
Zelltodrate in Kontrollanséatzen (< 14%). Die simultane Inkubation mit A-1155463
und Bortezomib induzierte in SW982/wt und RD deutlich weniger Zelltod als
Venetoclax&Bortezomib. Erst die kombinierte Prasenz der héchsten
verwendeten Dosierungen von 30 puM A-1155463 und 10 nM Bortezomib
resultierte in einer Apoptoseinduktion von Uber 45% (Abb. 6). Eine gleichzeitige
Inkubation mit 15 uM A-1155463 und 5 nM Bortezomib (A-1155463&Bortezomib)
resultierte in 44% (SW982/wt) bzw. 25% (RD) Annexin V-APC™* Zellen und in 39%
(SW982/wt) bzw. 38% (RD) in einer mitochondrialen Depolarisation (TMRM"¥,
low AWn) (Abb. 6 & 7). Trotz dieses im Vergleich zu Venetoclax&Bortezomib
geringeren Anteils avitaler Zellen war die durch A-1155463&Bortezomib
hervorgerufene Apoptoseinduktion im Vergleich zu einer alleinigen Inkubation mit
15 puM A-1155463 mit 16% (SW982/wt, p = 0,0012) bzw. 15% (RD, p = 0,0012)
Annexin V-APC* Zellen und 12% (SW982/wt, p = 0,03) bzw. 19% (RD, p =
0,0025) TMRM" Zellen signifikant erhéht. In Gegenwart von 5 nM Bortezomib
lag der Anteil Annexin V-APC* Zellen bei 11% (SW982/wt, p < 0,001) bzw. 7%
(RD, p < 0,001), der Anteil TMRM"" Zellen bei 8% (SW982/wt, p = 0,0165) bzw.
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6% (RD, p < 0,001). Die simultane Inkubation mit 15 pM A-1155463 und 5 nM
Bortezomib zeigte also ebenfalls einen signifikanten Unterschied zu der
alleinigen Inkubation mit 5 nM Bortezomib (Abb. 7A).

Bei der Zelllinie SK-LMS-1 resultierte die Inkubation mit A-1155463 bereits bei
einer Konzentration von 1,5 pM in 40% Annexin V-APC* Zellen und in 36%
TMRM"" Zellen (Abb. 6). Die Zelltodinduktion wurde dabei durch Zugabe von
0,5 nM Bortezomib nicht signifikant gesteigert. Die Zelllinie SK-LMS-1 zeigte
zudem nach alleiniger Inkubation mit 15 pM A-1155463 50% Annexin V-APC*
Zellen und 53% der Zellen wiesen einen Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials auf. Die Inkubation mit A-1155463&Bortezomib resultierte in
58% (p = 0,0917) Annexin V-APC* Zellen und in 65% (p = 0,1281) TMRM'"
Zellen, was im Vergleich zur alleinigen Inkubation mit 15 pM A-1155463 keinem

signifikanten Unterschied entsprach (Abb. 7A).

Die Zelllinien SW982/wt und RD sind gegenuber der Zelltodinduktion durch den
Bcl-x.-Inhibitor A-1155463 weniger empfindlich als gegenuber Venetoclax
(Abb. 6). Eine Konzentration von 30 uM A-1155463 resultierte in marginaler
Steigerung der Zelltodrate (Annexin V-APC*: 18% in SW982/wt, 29% in RD) bzw.
des Anteils von TMRM" Zellen (14% in SW982/wt, 35% in RD). Hingegen
reagierten SK-LMS-1 Zellen mit 60% Annexin V-APC* Zellen und 66% TMRM!°¥
Zellen bei einer Dosierung von 30 uM A-1155463 deutlich sensitiver auf eine
Bcl-x.-Inhibition als SW982/wt und RD. Die Messwerte nach einer Inkubation mit
10 nM Bortezomib lagen bei SW982/wt und RD zwischen 10-20% Zelltod sowie
bei SK-LMS-1 bei 48% und waren damit vergleichbar mit der vorherigen
Versuchsreihe in Kapitel 3.1.1. Die simultane Inkubation mit 30 pM A-1155463
und 10 nM Bortezomib resultierte in allen drei Zelllinien SW982/wt, RD und SK-
LMS-1 in Uber 75% Annexin V-APC* Zellen und in Uber 80% der Zellen in einer

mitochondrialen Depolarisation (Abb. 6).
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Abbildung 6 | Konzentrationsabhangige Zelltodinduktion durch A-1155463
und/oder Bortezomib. 1,5x10° Zellen der Zelllinien SW982/wt, RD und SK-LMS-1
wurden pro Well einer 6-Well Platte ausgesat und fur 24 h mit aufsteigenden
Konzentrationen von A-1155463 (Bcl-x.-Inhibitor) und/oder Bortezomib inkubiert.
Apoptoseinduktion wurde durchflusszytometrisch mithilfe einer Annexin V-APC- und
TMRM-Farbung analysiert. Lediglich die simultane Behandlung mit den hdchsten
verwendeten Dosierungen (30 uM A-1155463 + 10 nM Bortezomib) konnte in SW982/wt
und RD Uber 45% Zelltod induzieren. Wahrend in SW982/wt und RD die gleichzeitige
Inkubation mit A-1155463 und Bortezomib in hohen Konzentrationen starker Zelltod
induzierte als die jeweiligen alleinigen Inkubationen, erzielte die alleinige Gegenwart des
Bcl-x.-Inhibitors in SK-LMS-1 bereits ahnliche Zelltodraten wie die Kombination der
Wirkstoffe. Dargestellt sind Messungen (Mittelwert + SD) aus drei bzw. vier
unabhangigen Experimenten (n = 3 fir RD und SK-LMS-1, n = 4 flir SW982/wt).

Analog zu Kapitel 3.1.1 werden auch hier die Messwerte der Inkubationen mit
15 uM A-1155463 und 5 nM Bortezomib aus Abbildung 6 gesondert in Form von
Saulendiagrammen dargestellt (Abb. 7A). Zudem erfolgte ein Vergleich der
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Effektivitat bezuglich der Zelltodinduktion zwischen Venetoclax&Bortezomib und
A-1155463&Bortezomib (Abb. 7B).

Der Anteil Annexin V-APC* Zellen in Gegenwart von A-1155463&Bortezomib lag
im Vergleich zu einer Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib bei 44% vs. 88%
(SW982/wt, p < 0,001), 25% vs. 47% (RD, p = 0,0014) bzw. 58% vs. 84%
(SK-LMS-1, p = 0,0019) und war damit in allen Zelllinien signifikant geringer.
Auch der Anteil mitochondrial depolarisierter Zellen war nach
A-1155463&Bortezomib Inkubation mit 39% vs. 80% (p = 0,0210) in SW982/wt
und 38% vs. 69% (p < 0,001) in RD signifikant geringer als nach
Venetoclax&Bortezomib Inkubation. In SK-LMS-1 konnte fur 65% vs. 70%
(p = 0,4543) TMRM"" Zellen kein signifikanter Unterschied zwischen der
Inkubation mit A-1155463&Bortezomib und der durch Venetoclax&Bortezomib
hervorgerufenen Apoptose festgestellt werden (Abb. 7B). Simultane
Bcl-x.-Inhibition durch 15 pM A-1155463 und Proteasominhibition durch 5 nM
Bortezomib fuhrte Zu geringerer Zelltodinduktion als eine

Venetoclax&Bortezomib Inkubation bei gleicher Dosierung.
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Abbildung 7 | Apoptoseinduktion durch A-1155463 und/oder Bortezomib. (A)
Dargestellt sind die Daten aus Abb. 6 (n = 3 fir RD und SK-LMS-1, n = 4 fir SW982/wt).
Obwohl die simultane Inkubation mit 15 uM A-1155463 und 5 nM Bortezomib in
Swo82/wt und RD lediglich weniger als 45% avitale Zellen erreichte, entsprach dies
einer signifikanten Erhéhung der Apoptoseinduktion im Vergleich zu den jeweiligen
alleinigen Inkubationen. In SK-LMS-1 resultierte die Kombination von A-1155463 und
Bortezomib im Vergleich zu einer alleinigen A-1155463 Inkubation hingegen in keinem
signifikanten Unterschied. (B) Direkter Vergleich der Zelltodinduktion durch
Venetoclax&Bortezomib und A-1155463&Bortezomib. Die Werte der dargestellten
Inkubationen wurden aus Abb. 5 und Abb. 7A ibernommen und gegentbergestellt. Eine
Kombination von Bortezomib mit einem Bcl-x.-Inhibitor erzielte signifikant weniger
Zelltod als eine Kombination von Bortezomib mit einem Bcl-2-Inhibitor. Gezeigt ist der
Mittelwert £ SD (t-Test: ns = nicht signifikant bei p > 0,05, * = p < 0,05;
** = p <0,01; ** = p <0,001) [modifiziert nach (Muenchow et al., 2020)]

Die simultane Inkubation mit 15 uM A-1155463 und 5 nM Bortezomib bewirkte in
den Zelllinien SW982/wt und RD signifikant hohere Zelltodraten als die jeweilige
Gegenwart nur eines Wirkstoffes. Jedoch resultierte die A-1155463&Bortezomib
Inkubation mit weniger als 45% Zelltodinduktion in beiden Zelllinien in einem
deutlich geringeren Anteil avitaler Zellen als eine Venetoclax&Bortezomib
Inkubation der gleichen Dosierung. Die Zelllinie SK-LMS-1 zeigte bei Inkubation
mit 15 pyM A-1155463 in An- und Abwesenheit von 5 nM Bortezomib einen

vergleichbaren Anteil avitaler Zellen.
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3.1.3 A-1210477 und Bortezomib

Neben dem Bcl-x.-Inhibitor wurde die Wirkung eines weiteren BH3-Mimetikums,
des Mcl-1-Inhibitors A-1210477, in analogen Experimenten analysiert. Erneut
entsprachen die eingesetzten Konzentrationen von A-1210477 denen von
Venetoclax und die Bortezomibkonzentrationen blieben identisch wie in Kapitel
3.1.1

Der Anteil Annexin V-APC* und TMRM"" Zellen zeigte sich bei Dosierungen bis
6 UM A-1210477 und 2 nM Bortezomib in SW982/wt, RD und SK-LMS-1 sowohl
bei alleiniger als auch kombinierter Inkubation der beiden Wirkstoffe vergleichbar
zu den Kontrollansatzen ohne A-1210477 und Bortezomib (Abb. 8). Die
simultane Applikation von 15 pM Mcl-1-Inhibitor und 5 nM Bortezomib
(A-1210477&Bortezomib) resultierte in 15% (SW982/wt), 20% (RD) bzw. 17%
(SK-LMS-1) der Zellen in einer Exposition von Phosphatidylserin (Annexin V-
APC™). Somit resultierte kein signifikanter Unterschied in der Zelltodinduktion
zwischen der kombinierten A-1210477&Bortezomib Inkubation und einer
alleinigen Bortezomib Inkubation mit 12% Annexin V-APC* Zellen (p = 0,3564) in
SW982/wt und 23% Annexin V-APC* Zellen (p = 0,2430) in SK-LMS-1 bzw. einer
alleinigen A-1210477 Inkubation mit 16% Annexin V-APC* Zellen (p = 0,3788) in
RD und 14% Annexin V-APC* Zellen (p = 0,4689) in SK-LMS-1. Die Gegenwart
beider Wirkstoffe bewirkte zudem in 16% (SW982/wt), 25% (RD) bzw. 18%
(SK-LMS-1) einen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials (Abb. 8 & 9A).
Dies ist vergleichbar zu einer alleinigen Bortezomib Inkubation mit 13% TMRM'¥
Zellen (p = 0,5081) in SW982/wt sowie zu den jeweiligen alleinigen Inkubationen
in SK-LMS-1 (A-1210477: 13% TMRM®" (p = 0,2833), Bortezomib: 24%
TMRM"" (p = 0,3801)) (Abb. 9A).

Ahnlich zu A-1155463 fiihrte eine alleinige Inkubation mit dem Mcl-1-Inhibitor
auch in hohen Konzentrationen von 30 puM nur in unter 30% der Zellen zur
Apoptoseinduktion (Abb. 8). Interessanterweise zeigte sich auch die Zelllinie
SK-LMS-1 relativ resistent gegeniber einer alleinigen A-1210477 Inkubation.
Sogar die héchste eingesetzte Dosierung von 30 uM A-1210477 resultierte in
SW982/wt mit 8% Annexin V-APC* und 7% TMRM"" Zellen sowie in SK-LMS-1
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mit 14% Annexin V-APC* und 10% TMRM™ Zellen in vergleichbaren
Zelltodraten wie die Kontrollansatze mit 10% (SW982/wt) bzw. 11% (SK-LMS-1)
Annexin V-APC* Zellen und 10% (SW982/wt) bzw. 14% (SK-LMS-1) TMRM®"
Zellen. In der Zelllinie RD lag nach Inkubation mit 30 pM A-1210477 der Anteil
Phosphatidylserin-exponierender Zellen bei 24% und der Anteil mitochondrial
depolarisierter Zellen lag bei 27%. Die Messwerte nach einer Inkubation mit
10 nM Bortezomib lagen bei 15% (SW982/wt), 27% (RD) und 46% (SK-LMS-1)
Annexin V-APC* Zellen, der Anteil an TMRM" Zellen betrug 13% (SW982/wt),
21% (RD) und 38% (SK-LMS-1). Die Werte waren damit vergleichbar mit den
vorherigen Versuchsreihen in Kapitel 3.1.1 und Kapitel 3.1.2. Die Kombination
von A-1210477 mit Bortezomib bewirkte bei Konzentrationen von 30 pM
A-1210477 und 10 nM Bortezomib einen héheren Anteil von > 25% avitaler Zellen
in den Zelllinien SW982/wt, RD und SK-LMS-1 und resultierte in 80%
(SW982/wt), 80% (RD) und 65% (SK-LMS-1) Annexin V-APC* Zellen und in 83%
(SW982/wt), 85% (RD) und 66% (SK-LMS-1) TMRM"¥ Zellen (Abb. 8).
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Abbildung 8 | Konzentrationsabhéngige Zelltodinduktion durch A-1210477
und/oder Bortezomib. 1,5x10° Zellen der Zelllinien SW982/wt, RD und SK-LMS-1
wurden pro Well einer 6-Well Platte ausgesat und fir 24 h mit aufsteigenden
Konzentrationen von A-1210477 (Mcl-1-Inhibitor) und/oder Bortezomib inkubiert.
Apoptoseinduktion wurde durchflusszytometrisch mithilfe einer Annexin V-APC- und
TMRM-Farbung analysiert. Lediglich die simultane Inkubation mit den hdchsten
verwendeten Dosierungen (30 uM A-1210477 + 10 nM Bortezomib) fuhrte in mehr als
20% der Zellen zu einer Phosphatidylserinexposition und in mehr als 25% der Zellen zu
einer mitochondrialen Depolarisation. Dargestellt sind Messungen (Mittelwert + SD) aus
drei bzw. vier unabhangigen Experimenten (n = 3 fir RD und SK-LMS-1, n = 4 fir
SW982/wi).

Die direkte Gegenuberstellung der FACS-Messwerte zeigte, dass im Vergleich
zu den jeweiligen alleinigen Inkubationen und der Kontrolle eine simultane
Inkubation mit 15 uM A-1210477 und 5 nM Bortezomib nur in einem gering
erhohten Anteil Annexin V-APC* und TMRM"®" Zellen resultierte (Abb. 9A). Der
Zelltod (Annexin V-APC*, TMRM"®") lag bei gleichzeitiger Inkubation mit 15 uM
A-1210477 und 5 nM Bortezomib in allen Zelllinien unter 25%. Es erfolgte ein
direkter Vergleich der Effektivitat in der Zelltodinduktion zwischen
Venetoclax&Bortezomib und A-1210477&Bortezomib (Abb. 9B).

Eine Kombination von 15 uM A-1210477 und 5 nM Bortezomib fuhrte bei gleicher
Dosierung in einem signifikant geringeren Anteil der Zellen zu einer Exposition
von Phosphatidylserin  bzw. einem Verlust des mitochondrialen
Membranpotentials als Venetoclax&Bortezomib (Abb. 9B). Eine Inkubation mit
A-1210477&Bortezomib induzierte im Vergleich zu Venetoclax&Bortezomib
lediglich 15% vs. 88% (SW982/wt, p < 0,001), 20% vs. 47% (RD, p < 0,001) und
17% vs. 84% (SK-LMS-1, p < 0,001) Annexin V-APC* Zellen. Der Anteil TMRM'o¥
Zellen lag in Gegenwart von A-1210477&Bortezomib im Vergleich zu
Venetoclax&Bortezomib bei 16% vs. 80% (SW982/wt, p < 0,001), 25% vs. 69%
(RD, p <0,001) und 18% vs. 70% (SK-LMS-1, p = 0,0011).
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Abbildung 9 | Apoptoseinduktion durch A-1210477 und/oder Bortezomib.
(A) Dargestellt sind die Daten aus Abb. 8 (n = 3 fur RD und SK-LMS-1, n = 4 fur
SW982/wt). Bei maximal 25% Apoptoseinduktion durch die simultane Inkubation mit
15 uM A-1210477 und 5 nM Bortezomib konnte in allen drei Zelllinien zu mindestens
einer der alleinigen Inkubationen kein signifikanter Unterschied in der Zelltodrate mehr
festgestellt werden. (B) Direkter Vergleich der Zelltodinduktion durch
Venetoclax&Bortezomib und A-1210477&Bortezomib. Die Werte der dargestellten
Inkubationen wurden aus Abb. 5 und Abb. 9A Gbernommen und gegentibergestellt. Eine
Kombination von Bortezomib mit einem Mcl-1-Inhibitor erzielte in allen getesteten
Zelllinien signifikant weniger Zelltod als eine Kombination von Bortezomib mit einem Bcl-
2-Inhibitor. Gezeigt ist wieder der Mittelwert + SD (t-Test: ns = nicht signifikant bei
p >0,05;*=p <0,05; * =p <0,01; *** = p < 0,001) [modifiziert nach (Muenchow et al.,
2020)]

Zusammenfassend induzierte in jeder der getesteten Zelllinie (SW982/wt, RD
und SK-LMS-1) die alleinigen Inkubationen mit 15 uM A-1210477 bzw. 5 nM
Bortezomib ahnliche Zelltodraten wie A-1210477&Bortezomib. Eine simultane
Inkubation konnte somit in dieser Dosierung keine signifikant erhohte
Apoptoseinduktion erreichen. A-1210477&Bortezomib bewirkte bei gleicher
Konzentration eine deutlich geringere Zelltodinduktion als
Venetoclax&Bortezomib und fiihrte in weniger als 25% der Zellen zu
detektierbaren Apoptosezeichen (Exposition von Phosphatidylserin bzw.

mitochondriale Depolarisation).

Bei gleicher Dosierung bewirkte die Kombination von Bortezomib mit dem Bcl-2-
Inhibitor (Venetoclax) die hochsten Zelltodraten (Venetoclax&Bortezomib: > 80%
Annexin V-APC* Zellen in SW982/wt und SK-LMS-1, ~70% TMRM"" Zellen in
RD), wéahrend die Kombination mit dem Bcl-x.-Inhibitor (A-1155463) geringere
Zelltodraten (A-1155463&Bortezomib: < 45% avitale Zellen in SW982/wt und RD,
~60% avitale Zellen in SK-LMS-1) und mit dem Mcl-1-Inhibitor (A-1210477) einen
vernachlassigbaren Anteil apoptotischer Zellen (A-1210477&Bortezomib: < 25%
avitale Zellen in SW982/wt, RD und SK-LMS-1) induzierte. Dies zeigt deutlich,
dass Bcl-2 eine zentrale Rolle bei der synergistischen Apoptoseinduktion von

Venetoclax und Bortezomib spielt.
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3.2 Wirkung von Venetoclax und Bortezomib auf die Proteinexpression

3.2.1 Expression von pro- und anti-apoptotischen Proteinen unter
Venetoclax und/oder Bortezomib Inkubation in SW982/wt, RD und
SK-LMS-1

Um den Mechanismus der synergistischen Apoptoseinduktion durch Venetoclax
und Bortezomib n&her zu analysieren, wurde die Expression pro- und anti-
apoptotischer Proteine mittels Western Blot untersucht. Hierfir wurden 1,7x10°
Zellen der Zelllinie SK-LMS-1, 1x108 Zellen der Zelllinie RD und 2x108 Zellen der
Zelllinie SW982/wt pro Petrischale (&d: 100 mm) ausgesat und mit 15 pM
Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib sowie 10 uM Q-VD-Oph fir 8 h inkubiert.
Nach der Zelllyse wurden die I6slichen Proteine entsprechend ihrer scheinbaren
GroRe mithilfe einer Gelelektrophorese getrennt und die Expression
ausgewahlter Proteine mit Hilfe spezifischer Antikorper analysiert. Zum Nachweis
gleicher Proteinmengen wurde als Ladekontrolle GAPDH nachgewiesen.

A
SW982/wt RD SK-LMS-1

Bortezomib (5nM) - - + + - - + + - - + +
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Abbildung 10 | Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine in SW982/wt, RD
und SK-LMS-1 nach Inkubation in An- und/oder Abwesenheit von Venetoclax und
Bortezomib. 1,7x10° (SK-LMS-1), 1x10° (RD) bzw. 2x10° (SW982/wt)
Zellen/Petrischale (&: 100 mm) wurden mit 15 uM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib
fur 8 h inkubiert. Dem Kulturmedium wurden 10 uM Q-VD-Oph zugegeben. Je 30 ug
Protein wurden im Western Blot analysiert. kDa: Kilodalton. (A) Die alleinige und
simultane Inkubation mit Venetoclax und Bortezomib fuhrte zu erhdhten Mcl-1- und
Noxa-Spiegeln. Die Expression von Bcl-2 und Bcl-x, blieb nahezu unbeeinflusst. (B) In
SwWo82/wt erzielte die alleinige und simultane Inkubation mit Venetoclax und Bortezomib
eine Akkumulation von Bok. Zudem konnte eine erhthte Expression von Bak nach
Venetoclax&Bortezomib Inkubation festgestellt werden. Bax-Level blieben hingegen in
allen Zelllinien unabhangig von der Prasenz der Wirkstoffe relativ konstant [modifiziert
nach (Muenchow et al., 2020)]

Die relative Bandenintensitat von Bcl-2 und Bcl-x. blieb tiber die verschiedenen
Wirkstoffinkubationen nahezu konstant. Es wurden keine einheitlichen
Anderungen der Bcl-2 und Bcl-x. Proteinexpression tber alle getesteten
Zelllinien festgestellt. Im Gegensatz dazu fihrte die alleinige Inkubation mit
15 uM Venetoclax bzw. 5 nM Bortezomib sowie die simultane Gegenwart von
Venetoclax&Bortezomib in den Zelllinien SW982/wt, RD und SK-LMS-1 zu einer
erhohten Expression des BH3-only Proteins Noxa und seines Gegenspielers
Mcl-1 (Abb. 10A).

In den Zelllinien SK-LMS-1 und RD bewirkte weder eine alleinige noch eine
simultane Inkubation mit Venetoclax und Bortezomib eine eindeutige Anderung

der relativen Bandenintensitaten der Effektorproteine (MDPs) Bax, Bak und Bok
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(Abb. 10B). Hingegen fuhrte in SW982/wt Zellen sowohl die Gegenwart der
einzelnen Wirkstoffe als auch eine Venetoclax&Bortezomib Inkubation zu einer
deutlichen Erhohung der Bok-Spiegel. Auch die relative Bandenintensitat von
Bak scheint nach der simultanen Inkubation mit Venetoclax und Bortezomib in
SW982/wt erhdht (Abb. 10B).

Zusammenfassend fuihrte eine simultane Inkubation mit 15 pM Venetoclax und
5 nM Bortezomib in allen getesteten Zelllinien zu einer erhéhten Expression von
Mcl-1 und Noxa. Die Gegenwart beider Wirkstoffe erzielte zudem erhohte Bok-
und Bak-Level in SW982/wt.

3.2.2 Mitochondriale Clusterbildung der MDPs Bax, Bak und Bok

Im vorherigen Abschnitt wurde die Expression der MDPs Bax, Bak und Bok
betrachtet. Wahrend Bok als aktives Protein gebildet und seine Aktivitat Uber die
Instabilitat und den Abbau reguliert wird sagt die Expression von Bax und Bak
nichts Uber deren Aktivitdtszustand aus. Die aktiven Konformere von Bax und
Bak oligomerisieren an der auf3eren Mitochondrienmembran. Daher wurde die
Oligomerisierung von Bax und Bak am Mitochondrium mittels
Immunfluoreszenzmikroskopie untersucht. 50.000 Zellen/Well wurden fir 24 h
mit 15 uM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib inkubiert. Der zugesetzte pan-
Caspase-Inhibitor Q-VD-Oph (10 uM) verhinderte das Ablésen der Zellen durch
Apoptoseinduktion. Nach Inkubation mit den spezifischen Primarantikdrpern
erfolgte die Farbung mithilfe fluoreszenzmarkierter Sekundarantikdrper und
Hoechst 34580. Die Fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem

Konfokalmikroskop Leica TCS SP8 angefertigt.

Tom20 ist ein Bestandteil des Translokase-Proteinkomplexes der &auf3eren
Membran des Mitochondriums (translocase of the outer membrane, Tom) und
diente der Visualisierung der Mitochondrien (rot) (Abb. 11). Bax, Bak bzw. Bok
sind in grin dargestellt. Die Zellkerne sind mittels Hoechst 34580 blau gefarbt. In
den Kontrollzellen (DMSO-Kontrolle) waren wie erwartet weder Bax- oder Bak-
Oligomere noch eine Bok-Clusterbildung sichtbar. Auch die alleinige Inkubation
mit Venetoclax oder Bortezomib resultierte nicht in der Clusterbildung der MDPs.

Hingegen war bei simultaner Gegenwart von Venetoclax und Bortezomib die
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Bax- und Bak-Oligomerisierung am Mitochondrium deutlich erkennbar (Abb. 11).
In den dargestellten 2D-Bildern Uberlagert sich zum Teil die rote Farbe der
Mitochondrien mit der griinen Farbe der MDPs, was die stellenweise gelbe Farbe
erklart. Zusatzlich fuhrte die Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib zu einer
Clusterbildung von Bok in SW982/wt (Abb. 11).

Zusammenfassend resultierte ausschlie3lich eine simultane Inkubation mit
15 puM Venetoclax und 5 nM Bortezomib in einer mitochondrialen Bax- und Bak-
Oligomerisierung sowie in Bok-Clustern. Die Gegenwart lediglich eines

Wirkstoffes erzielte keine Clusterbildung der MDPs.
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Abbildung 11 | Venetoclax&Bortezomib induziert mitochondriale Clusterbildung
der MDPs Bax, Bak und Bok. 50.000 SW982/wt Zellen wurden mit 15 uM Venetoclax
und/oder 5 nM Bortezomib (+10 uM Q-VD-Oph) fiir 24 h inkubiert. AnschlieRend wurden
die Zellen fixiert und mit spezifischen Antikdrpern gefarbt. Ausschlief3lich die simultane
Inkubation (Venetoclax&Bortezomib) resultierte in mitochondrialer Oligomerisierung von
Bax und Bak sowie der Bildung von Bok-Clustern. Blau (Zellkerne): Hoechst 34580, rot
(Mitochondrium): Tom20, grin (MDP): Bax, Bak bzw. Bok [modifiziert nach (Muenchow
et al., 2020)]
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3.3 Einfluss von MDP knock-outs auf die Apoptoseinduktion durch

Venetoclax und Bortezomib in SW982

Bisherige Experimente zeigten eine Beschrankung der synergistischen
Zelltodinduktion auf die Kombination von Bortezomib mit der Bcl-2-Inhibition
(Kapitel 3.1) sowie eine deutliche Aktivierung und mitochondriale
Oligomerisierung von Bax nach Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib (Kapitel
3.2.2), was auf eine zentrale Rolle der Bcl-2/Bax-Achse in der Zelltodinduktion
hinweisen kdnnte. Zudem fuhrte die gleichzeitige Gegenwart beider Wirkstoffe
zur Aktivierung von Bak und Akkumulation von Bok (Kapitel 3.2). Um den
jeweiligen Einfluss der MDPs Bax, Bak und Bok weitergehend zu analysieren,
wurden Bax, Bak und Bok knock-out Zellen der Zelllinie SW982 mithilfe der
CRISPR/Cas9-Methode hergestellt. Fur die weiteren Experimente wurden die
erzeugten klonalen Zelllinien SW982/Bax-ko Klon 4, SW982/Bax-ko Klon 11,
SW982/Bak-ko und SW982/Bok-ko verwendet (Abb. 12), in denen die
Expression der tbrigen MDPs bzw. der Bcl-2 Familienproteine im Vergleich zur

Wildtypzelllinie weitgehend unveréandert war.

SW982/Bak-ko SW982/wt SW982/Bok-ko SW982/wt
Bortezomib (5nM) + + Bortezomib (5nM) + +
Venetoclax (15uM) + + Venetoclax (15uM) + +
Bak - Bok oD
SW982/Bax-ko SW982/Bax-ko
KIl. 11 SW982/wt KI. 4 SW982/wt
Bortezomib (5nM) + + Bortezomib (5nM) +
Venetoclax (15uM) + + Venetoclax (15uM) +
Bax — Bax  c—
GAPDH —_— S — GAPDH —_—— e ——

Abbildung 12 | Expression der MDPs in SW982/wt und monoklonaler knock-out
Sublinien. 2x10° Zellen der Zelllinien SW982/wt, SW982/Bak-ko, SW982/Bok-ko,
SW982/Bax-ko Klon 11 und SW982/Bax-ko Klon 4 wurden pro Petrischale (&: 100 mm)
ausgesat und mit 15 pM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib (+ 10 pM Q-VD-Oph) fiir
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8 h inkubiert. Je 30 pg Protein wurden mittels Western Blot analysiert. In den knock-out
Zelllinien konnte jeweils Bok (SW982/Bok-ko), Bak (SW982/Bak-ko) bzw. Bax
(SW982/Bax-ko Klon 11) nicht nachgewiesen werden. In SW982/Bax-ko Klon 4 erschien
nach einer langen Belichtungszeit eine Bax-Bande, die jedoch deutlich schwacher war
als in SW982/wt.

3.3.1 Expression von pro- und anti-apoptotischen Proteinen unter
Venetoclax und/oder Bortezomib Inkubation in SW982/wt und MDP knock-

out Zelllinien

Um etwaige Unterschiede in der Regulation der Expression von pro- und anti-
apoptotischen Proteinen als Reaktion auf die Inkubation mit Venetoclax und/oder
Bortezomib festzustellen, wurden 2x10° Zellen der Zelllinien SW982/wt,
SW982/Bak-ko, SW982/Bok-ko, SW982/Bax-ko Klon 11 und SW982/Bax-ko
Klon 4 pro Petrischale (&: 100 mm) ausgesat und mit 15 uM Venetoclax und/oder
5 nM Bortezomib fir 8 h inkubiert. Je 30 pug Protein wurden mittels Western Blot
analysiert. Zum Nachweis gleicher Proteinmengen wurde als Ladekontrolle
GAPDH nachgewiesen.

Wie in SW982/wt hatte die Inkubation mit Venetoclax und/oder Bortezomib auch
in den knock-out Zelllinien (nahezu) keinen Einfluss auf die relative
Bandenintensitat der Bcl-2 Familienproteine Bcl-2 und Bcl-x. (Abb. 13A). Zudem
verhielt sich die Regulation des BH3-only Proteins Noxa und Mcl-1 in den knock-
out Zellen wie in der Wildtypzelllinie. Auch hier fuhrte eine alleinige Inkubation
mit Venetoclax oder Bortezomib zu einer erhdhten Expression von Noxa und
Mcl-1. Besonders eindrticklich war dies im Bak-ko zu sehen. Die starkste relative
Bandenintensitdt von Noxa und Mcl-1 resultierte jedoch in allen getesteten
Zelllinien nach Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib. Fir Mcl-1 muss dabei in
den Zelllinien SW982/Bok-ko und SW982/Bax-ko Klon 4 bertcksichtigt werden,

dass leicht geringere Proteinmengen (GAPDH-Bande) eingesetzt wurden.

Abbildung 12 und 13B zeigen den erfolgreichen knock-out des jeweiligen MDPs.
Selbst nach langer Belichtungszeit konnte kein Bak (SW982/Bak-ko), Bok
(SW982/Bok-ko) bzw. Bax (SW982/Bax-ko Klon 11) nachgewiesen werden.
SW982/Bax-ko Klon 4 zeigte nach Uberbelichtung minimale Proteinexpression

von Bax, die jedoch deutlich geringer als in SW982/wt ausfiel.
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Unter Bericksichtigung der relativen GAPDH-Bandenintensitaten konnte, wie in
SW982/wt, eine Inkubation mit Venetoclax und/oder Bortezomib weder in
SW982/Bak-ko noch in SW982/Bok-ko im Vergleich zur Kontrolle veranderte
Bax-Spiegel induzieren (Abb. 13B). Analog zur Wildtypzelllinie akkumulierte Bok
in Gegenwart von Venetoclax und/oder Bortezomib in SW982/Bak-ko. Die
simultane Inkubation mit beiden Wirkstoffen fiihrte auch bei einem Bax-ko zu
einer erhohten relativen Bandenintensitdt von Bok. Zudem konnte
Venetoclax&Bortezomib die Expression von Bak in SW982/Bok-ko und in
SW982/Bax-ko minimal erhéhen (beachte GAPDH-Bandenintensitat).
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Abbildung 13 | Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine in SW982/wt und
korrespondierender MDP knock-out Zelllinien. 2x10° Zellen/Petrischale (&: 100 mm)
der Zelllinien SW982/wt, SW982/Bak-ko, SW982/Bok-ko, SW982/Bax-ko Klon 11 und
SW982/Bax-ko Klon 4 wurden mit 15 uM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib
(+ 10 uM Q-VD-Oph) fir 8 h inkubiert. Je 30 ug Protein wurden im Western Blot
analysiert. kDa: Kilodalton. (A) Wahrend die Gegenwart lediglich eines Wirkstoffes
bereits die relativen Bandenintensitdten von Noxa und Mcl-1 erhdhten, bewirkte die
simultane Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib in allen Zelllinien die starksten
Bandenintensitaten. Wie in SW982/wt blieben die Bcl-x.- und Bcl-2-Spiegel Uber die
Inkubationen hinweg weitgehend konstant. (B) Die knock-outs der jeweiligen MDPs
(SW982/Bak-ko, SW982/Bok-ko, SW982/Bax-ko Klon 11) waren erfolgreich. In
SwWo82/Bax-ko Klon 4 zeigte sich noch eine minimale Bax-Bande nach langer
Belichtungszeit. Eine Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib flhrte in allen Bok-
exprimierenden Zelllinien zu einer Akkumulation des Proteins [modifiziert nach
(Muenchow et al., 2020)]

Zusammenfassend wurden im Vergleich zur Wildtypzelllinie keine deutlichen
Unterschiede in der Regulation der Expression pro- und anti-apoptotischer
Proteine infolge der Inkubation mit Venetoclax und/oder Bortezomib festgestellt.
Analog zu SW982/wt fuhrte eine Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib auch in
allen MDP knock-out Zelllinien zu einer deutlichen Akkumulation von Noxa, Mcl-1
und Bok. Die Gegenwart beider Wirkstoffe resultierte ebenfalls in einer leichten
Erhbéhung der Bak-Expression, wahrend die relativen Bandenintensitaten von
Bcl-2, Bel-x. und Bax von einer Inkubation mit Venetoclax und/oder Bortezomib

(nahezu) unbeeinflusst blieben.

62



3.3.2 Durchflusszytometrischer Zelltodnachweis nach Inkubation mit
Venetoclax und/oder Bortezomib

SW982/wt, SW982/Bok-ko, SW982/Bak-ko und SW982/Bax-ko (Klon 4 und 11)
wurden mit 15 uM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib fir 24 h inkubiert.
Anschlielend erfolgte eine Annexin V-APC- und TMRM-Farbung und
durchflusszytometrische Analyse (Annexin V-APC*, TMRM@Y),

Die Inkubation mit 15 pM Venetoclax bzw. 5 nM Bortezomib resultierte, wie
bereits in Kapitel 3.1.1 gezeigt, in keiner im Vergleich zur Kontrolle deutlich
erhohten Apoptoseinduktion in SW982/wt. Der Anteil Annexin V-APC* Zellen mit
17% (Venetoclax) bzw. 13% (Bortezomib) sowie TMRM™ Zellen mit 13%
(Venetoclax) und 14% (Bortezomib) lag dabei auf Héhe der Kontrollansatze (13%
Annexin V-APC* und TMRM"®"). Wie erwartet konnte die Gegenwart lediglich
eines Wirkstoffes auch in keiner der MDP knock-out Zelllinien massiv Zelltod
induzieren (Abb. 14). So waren nach alleiniger Inkubation mit 15 pM Venetoclax
22% (SW982/Bak-ko), 21% (SW982/Bok-ko), 9% (SW982/Bax-ko Klon 11) bzw.
10% (SW982/Bax-ko Klon 4) der Zellen Annexin V-APC* und 25% (SW982 Bak-
ko), 23% (SW982/Bok-ko), 9% (SW982/Bax-ko Klon 11) bzw. 10% (SW982/Bax-
ko Klon 4) der Zellen zeigten eine mitochondriale Depolarisation (TMRMY).
Nach Inkubation mit 5 nM Bortezomib lag der Anteil Annexin V-APC™* Zellen bei
18% (SW982/Bak-ko), 14% (SW982/Bok-ko), 9% (SW982/Bax-ko Klon 11) bzw.
10% (SW982/Bax-ko Klon 4), der Anteil TMRM'¥ Zellen bei 15% (SW982/Bak-
ko), 14% (SW982/Bok-ko), 16% (SW982/Bax-ko Klon 11) bzw. 10%
(SW982/Bax-ko Klon 4). Damit zeigten weniger als 25% der Zellen aller knock-

out Zelllinien Apoptosezeichen.

Eine simultane Inkubation mit 15 uM Venetoclax und 5 nM Bortezomib erzielte in
76% der SW982/Bak-ko Zellen eine Exposition von Phosphatidylserin und einen
Verlust des mitochondrialen Membranpotentials. Diese Werte sind mit der durch
Venetoclax&Bortezomib hervorgerufenen Zelltodinduktion in SW982/wt mit 83%
(p = 0,1611) Annexin V-APC* Zellen und 78% (p = 0,7016) TMRM" Zellen
vergleichbar, ein Bak-ko konnte also die Zelltodinduktion nicht signifikant

verringern (Abb. 14A). Analog induzierte die simultane Inkubation trotz eines Bok
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knock-outs mit 73% Annexin V-APC* Zellen in ahnlichem Mal3e Zelltod. Die
Reduktion des Zelltodes von 83% in SW982/wt auf 73% in SW982/Bok-ko war
jedoch bereits signifikant (p = 0,0497) (Abb. 14B). Die Reduktion des durch
Venetoclax&Bortezomib Inkubation induzierten TMRM™ Zellanteils bei
SW982/Bok-ko im Vergleich zu SW982/wt war wiederum mit einem p-Wert von
0,0411 signifikant. Dennoch wiesen 63% und damit ein Grof3teil der SW982/Bok-
ko Zellen einen Verlust des mitochondrialen Membranpotentials im Sinne der
beginnenden Apoptose auf.

Im Gegensatz dazu resultierte ein knock-out des MDPs Bax in einem im
Vergleich zu SW982/wt deutlich verringertem Zelltod nach
Venetoclax&Bortezomib Inkubation. In Gegenwart beider Wirkstoffe waren
lediglich 32% der SW982/Bax-ko Klon 11 bzw. 44% der SW982/Bax-ko Klon 4
Zellen Annexin V-APC", was im Vergleich zu SW982/wt mit 83% Zelltod einer
hoch signifikanten Reduktion entspricht (p < 0,001) (Abb. 14C). Auch der Anteil
an TMRM" Zellen sank im Vergleich zu SW982/wt mit 78% durch einen Bax-ko
signifikant auf 43% (SW982/Bax-ko Klon 11) bzw. 49% (SW982/Bax-ko Klon 4)
(p <0,001). Zudem wurde bei SW982/Bax-ko Klon 11 zwischen einer alleinigen
Bortezomib Inkubation und der zusatzlichen Addition von Venetoclax kein
signifikanter Unterschied in der mitochondrial depolarisierten Zellzahl gefunden
(p = 0,0502). Mit einem Anteil Annexin V-APC* Zellen von 32% nach
Venetoclax&Bortezomib Inkubation im Vergleich zu 9% (p = 0,0232) in
Gegenwart von 15 uM Venetoclax und 9% (p = 0,0268) in Gegenwart von 5 nM
Bortezomib sowie einem Anteil an TMRM Zellen von 43% nach
Venetoclax&Bortezomib vs. 9% nach alleiniger Venetoclax Inkubation (p =
0,0255) erhielten auch die Gbrigen Gegentberstellungen bei SW982/Bax-ko Klon
11 im Gegensatz zu den Ubrigen Zelllinien nur noch einen Signifikanzstern (Abb.
14C).
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Abbildung 14 | Apoptoseinduktion durch Venetoclax und Bortezomib in SW982/wt
und SW982/MDP knock-out Sublinien. 0,7x10° Zellen/Well (12-Well Platte) wurden mit
15 uM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib fiir 24 h inkubiert. Nach der Annexin V-
APC- und TMRM-Férbung erfolgte die durchflusszytometrische Analyse am BD FACS
Lyric. In SW982/wt, SW982/Bak-ko und SW982/Bok-ko waren die durch Inkubation mit
Venetoclax&Bortezomib induzierten Zelltodraten &hnlich hoch. Lediglich ein Bax-ko
reduzierte die Zahl der apoptotischen Zellen auf unter 50%. Dargestellt sind die
Mittelwerte = SD (t-Test: * = p < 0,05; * = p < 0,01; *** = p < 0,001) aus 9 (SW982/wt;
n= 9), 4 (SW982/Bak-ko, SW982/Bok-ko, SW982/Bax-ko KI. 4; n = 4) bzw. 3
(SW982/Bax-ko KI. 11; n = 3) unabhangigen Experimenten [modifiziert nach (Muenchow
et al., 2020)]

Zusammenfassend war lediglich bei einem knock-out des MDPs Bax die
Zelltodinduktion durch simultane Inkubation mit 15 uM Venetoclax und 5 nM
Bortezomib auf unter 50% reduziert. In SW982/Bak-ko und SW982/Bok-ko
induzierte Venetoclax&Bortezomib in vergleichbarem Umfang Zelltod wie in
SW982/wt.
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4. Diskussion

Sarkome reprasentieren eine seltene Krebserkrankung mit  hoher
Behandlungsresistenz und lediglich eingeschranktem Nutzen der verfiigbaren
Therapien fur die Patienten. In Deutschland sind seit tUber 20 Jahren
Erkrankungs- und Sterberaten weitgehend konstant, sodass die Behandlung von
Sarkompatienten nach wie vor eine grof3e Herausforderung darstellt (Zentrum fur
Krebsregisterdaten, 2021, Demicco et al., 2012, Zhang and Pollock, 2014,
Judson et al., 2014, Bae et al., 2016, Laporte et al., 2017, Radic-Sarikas et al.,
2017). Eine Behandlungsresistenz gegeniiber Monotherapien kann aufgrund der
Plastizitat und Redundanz vieler Signalwege beispielsweise durch Regulation
kompensatorischer Signalwege vermittelt werden (Dent et al., 2009, Yin et al.,
2014). Die simultane Inhibition verwandter Signalwege (parallele Kombination)
oder verschiedener Komponenten desselben Signalweges (serielle Kombination)
kann somit einerseits das Risiko zur Entwicklung von Behandlungsresistenzen
reduzieren, andererseits konnen Arzneimittelkombinationen potenziell
synergistische Effekte erzielen (Laporte et al., 2017, Radic-Sarikas et al., 2017,
Alcon et al., 2020, de Jong et al., 2018, Baranski et al., 2015). Daher werden, wie
in der  vorliegenden  Arbeit, vermehrt  synergistisch ~ wirkende
Arzneimittelkombinationen aus zwei oder mehr Medikamenten gesucht und

charakterisiert.

Der Proteasominhibitor Bortezomib wurde bereits auf seine Wirksamkeit in
Sarkompatienten getestet und zeigte in einer Phase 2 Studie als Monotherapie
fortgeschrittener Sarkome lediglich eine minimale Wirkung (NCT00027716)
(Maki et al., 2005). Somit ist der Wirkstoff fur die Behandlung von Sarkomen eher
in Kombination mit weiteren Medikamenten interessant. Trotz vielversprechender
praklinischer in vitro Ergebnisse (Laporte et al., 2017) konnte Bortezomib in einer
Phase 2 Studie auch in Kombination mit dem HDAC-Inhibitor Vorinostat kein
Ansprechen in Patienten mit fortgeschrittenen Weichteilsarkomen erzielen
(NCT00937495) (Attia et al., 2011). Pandit et al. (Pandit and Gartel, 2011) zeigte,

dass eine Uberexpression von Bcl-2 die Bortezomib-induzierte Apoptose
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inhibiert, was eine Behandlungsresistenz verursachen kann. Bcl-2 stellt somit ein

interessantes Zielmolekul fir Kombinationstherapien mit Bortezomib dar.

Die synergistische Reduktion vitaler Zellen durch eine gleichzeitige Inkubation
mit Venetoclax und Bortezomib wurde erstmalig in unseren Vorarbeiten
nachgewiesen (Munchow, 2019, Muenchow et al., 2020). Die nachfolgend
verwendeten Konzentrationen der Inhibitoren wurden an den durchschnittlichen
IC50-Konzentrationen orientiert festgelegt. Daflr wurden die ermittelten 1C50-
Werte von Venetoclax und Bortezomib, also die Medikamentenkonzentrationen,
die nach 48 h Inkubation die Anzahl der lebenden Zellen im Vergleich zur
Kontrolle um 50% reduzierten, tber alle getesteten Sarkomzelllinien (n = 13)
gemittelt und daran angelehnt die Wirkstoffkonzentrationen fur die
weiterfihrenden Experimente dieser Arbeit auf 15 pM Venetoclax bzw. 5 nM

Bortezomib festgelegt (Minchow, 2019, Muenchow et al., 2020).

4.1 Alleinige und simultane Inkubation von Sarkomzelllinien mit BH3-

Mimetika und Bortezomib

Die starke Apoptoseinduktion durch gleichzeitige Inkubation mit 15 pM
Venetoclax und 5 nM Bortezomib (Minchow, 2019, Muenchow et al., 2020)
wurde in dieser Arbeit mittels Durchflusszytometrie verifiziert. Dabei lag der Anteil
apoptotischer Zellen in den Zelllinien SW982/wt und RD nach alleiniger
Wirkstoffinkubation unter 18% und war damit vergleichbar zu den
Kontrollanséatzen, wéhrend die simultane Inkubation beider Wirkstoffe zu einer
signifikant (p < 0,001) erhdhten Zelltodinduktion fuhrte. Auch in SK-LMS-1 konnte
die Kombination von 15 uM Venetoclax und 5 nM Bortezomib einen im Vergleich
zu den alleinigen Inkubationen signifikant erhéhten Zelltod induzieren, jedoch
resultierte die alleinige Inkubation mit 15 uM Venetoclax bereits in knapp 50%
Annexin V-APC* Zellen. Dies deutet darauf hin, dass die Zelllinie SK-LMS-1
sensitiver auf Venetoclax reagiert als SW982/wt und RD, eine Kombination mit

5 nM Bortezomib aber dennoch die Zelltodinduktion signifikant erhoht.

Neuere Studien der letzten 5 Jahren zeigen zudem mdgliche synergistische
Effekte einer Kombination von Mcl-1- bzw. Bcl-x.-Inhibitoren mit Zytostatika wie

Vincristin oder Doxorubicin und machten damit auf weitere anti-apoptotisch
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wirkende Proteine der Bcl-2 like Gruppe als mdgliche therapeutische
Zielmolekile aufmerksam. Der Bcl-x.-Inhibitor A-1331852 zeigte beispielsweise
in  Kombination mit Doxorubicin eine synergistische Wirkung in
Rhabdomyosarkomen (Alcon et al., 2020). In Chondrosarkomen und
Osteosarkomen erzielte der Bcl-x.-Inhibitor WEHI-539 eine Sensitivierung
mancher Zelllinien gegentber Doxorubicin oder Cisplatin und der Bcl-x.-Inhibitor
A-1155463 fuhrte bei Chondrosarkomen zu einer Reduktion des
Tumorwachstums in einem Ratten-Modell (de Jong et al., 2018) (Baranski et al.,
2015). Nachdem in Synovialsarkomen die Kombination von Venetoclax mit
Doxorubicin lediglich einen minimalen Synergismus zeigte und der Bcl-x.-
Inhibitor BXI-72 einen IC50-Wert von < 750 nM aufwies, schlussfolgerte Barrott
et al., dass Bcl-x. eher ein vielversprechendes therapeutisches Zielmolekdl
darstellt als Bcl-2 (Barrott et al., 2017). Nachfolgend sollte analysiert werden, ob
die synergistische Wirkung von Venetoclax und Bortezomib auf eine Kombination
des Bcl-x.-Inhibitors A-1155463 und Bortezomib Ubertragbar ist. Die von Barrott
et al. (Barrott et al., 2017) postulierte starkere Wirksamkeit einer Bcl-x.-Inhibition
im Vergleich zu einer Bcl-2-Inhibition konnte in der vorliegenden Arbeit nicht
bestétigt werden (Abb. 4 - 7). Selbst die hohe Konzentration des Bcl-x.-Inhibitors
A-1155463 von 30 uM resultierte in der Synovialsarkom Zelllinie SW982/wt nicht
in einer starken Zelltodinduktion (< 20%). Dies kénnte beispielsweise an der
Verwendung eines anderen Bcl-x.-Inhibitors (A-1155463 vs. BXI-72) und einer
anderen Synovialsarkom Zelllinie (SW982 vs. SYO1, SS1A und FUJI) liegen.
Auch in der Zelllinie RD zeigte sich die Inkubation mit 30 uM A-1155463 mit
< 35% Zelltod weniger wirksam als eine Inkubation mit 30 uM Venetoclax (50-
60% Zelltod). Die einzige Zelllinie, die sensitiver auf eine Bcl-x.-Inhibition als auf
eine Bcl-2-Inhibition reagierte, war SK-LMS-1 mit bereits ca. 40% Zelltod bei
einer Inkubation mit 1,5 uM A-1155463. Eine Kombination von A-1155463 und
Bortezomib induzierte bei gleicher Dosierung weniger stark Zelltod als
Venetoclax mit Bortezomib. Die einzige Ausnahme war die Zelltodinduktion bei
niedrigen Konzentrationen (bis 6 uM A-1155463 und 2 nM Bortezomib) in
SK-LMS-1. Die héhere Zelltodinduktion in SK-LMS-1 ist jedoch mit der in dieser

Dosierung besseren Wirksamkeit des Bcl-x.-Inhibitors im Vergleich zu
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Venetoclax zu erklaren. Bei einer simultanen Inkubation mit 15 pM A-1155463
und 5 nM Bortezomib (A-1155463&Bortezomib) zeigten sich zwar weiterhin
signifikante Unterschiede in der Zelltodinduktion im Vergleich zu den jeweiligen
alleinigen Inkubationen (Ausnahme SK-LMS-1 A-1155463 VS.
A-1155463&Bortezomib), jedoch war die Zelltodinduktion im Vergleich zu
Venetoclax&Bortezomib signifikant reduziert (Ausnahme SK-LMS-1 TMRM'"W)
(Abb. 7). Bei SW982/wt und RD lag der Anteil apoptotischer Zellen nach
A-1155463&Bortezomib Inkubation sogar < 45%. Somit induziert die
Kombination von Bortezomib mit einem Bcl-x.-Inhibitor bei gleicher
Konzentration in den untersuchten Sarkomzelllinien weniger effektiv Zelltod als

mit einem Bcl-2-Inhibitor.

Es gibt zunehmend Hinweise, dass Mcl-1 eine wichtige Rolle bei
Behandlungsresistenzen und dem Uberleben hamatologischer und solider
Tumore spielt (Alcon et al., 2020, Hird and Tron, 2019, Wang and Hao, 2019),
sodass erste Mcl-1-Inhibitoren in Kklinischen Studien getestet werden
(NCT04178902, NCT02992483, NCT04543305, NCT03672695, etc.). Erst kirzlich
wurde im Jahr 2020 ein Synergismus von Vincristin und Doxorubicin mit dem
Mcl-1-Inhibitor S63845 in Rhabdomyosarkomen beschrieben (Alcon et al., 2020).
Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Zelltodinduktion durch eine Mcl-1-Inhibition
alleine und in Kombination mit Bortezomib untersucht werden. Eine alleinige
Inkubation mit dem Mcl-1-Inhibitor A-1210477 fuhrte lediglich in RD und nur bei
der hoéchsten verwendeten Dosierung von 30 uM zu einer Zelltodinduktion Gber
20% (Abb. 8). Auch eine Kombination von 15 pM A-1210477 mit 5 nM Bortzomib
(A-1210477&Bortezomib) resultierte in keiner der getesteten Zelllinien in tUber
25% Zelltod (Abb. 8 & 9A). Zudem zeigte sich zwischen der simultanen
Inkubation mit A-1210477&Bortezomib und mindestens einer der alleinigen
Wirkstoffinkubationen kein signifikant erhohter Zelltod (Ausnahme RD TMRM'%
mit einem Anteil TMRM"" Zellen von 11% (15 uM A-1210477, p = 0,0274) bzw.
9,5% (5 nM Bortezomib, p = 0,0197) vs. 25% nach Inkubation mit
A-1210477&Bortezomib). Die alleinige Inkubation mit 15 uM A-1210477 bzw.
5 nM Bortezomib erzielte folglich ahnliche Zelltodraten wie die Kombination

dieser Wirkstoffe. Im Vergleich zu Venetoclax&Bortezomib resultierte eine
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Inkubation mit A-1210477&Bortezomib in signifikant weniger Zelltod (Abb. 9B).
Somit induzierte die Kombination von Bortezomib mit einem Mcl-1-Inhibitor in den
untersuchten Sarkomzelllinien weniger effektiv Zelltod als in Kombination mit

einem Bcl-2-Inhibitor.

Obwohl zunehmend weitere BH3-Mimetika (Mcl-1-Inhibitoren, Bcl-x.-Inhibitoren)
entwickelt und analysiert werden, die in Kombination mit weiteren Wirkstoffen
zum Tell synergistisch wirken und vereinzelt bereits als vielversprechendere
Substanzen als Bcl-2-Inhibitoren beschrieben wurden (Alcon et al., 2020, de
Jong et al., 2018, Baranski et al., 2015, Barrott et al., 2017), induzierte die
Kombination von Venetoclax und Bortezomib in den in dieser Arbeit untersuchten
Sarkomzelllinien am effektivsten Zelltod. Erst die hdchste verwendete Dosierung
von 30 puM Mcl-1-Inhibitor bzw. Bcl-x.-Inhibitor und 10 nM Bortezomib resultierte
in SW982/wt, RD und SK-LMS-1 in einer Zelltodinduktion von tGber 60%. Fraglich
ist einerseits, ob eine solch hohe Konzentration von 30 pM BH3-Mimetikum im
Patienten realisierbar ist, andererseits, ob die zum Teil synergistische Wirkung
bei diesen Dosierungen bereits auf off-target Effekte der BH3-Mimetika
zuruckzufihren ist. Bei gleicher Dosierung von 15 uM BH3-Mimetikum und 5 nM
Bortezomib zeigte die Kombination des Proteasominhibitors mit dem Bcl-x.-
Inhibitor A-1155463 und vor allem mit dem Mcl-1-Inhibitor A-1210477 eine
deutlich  geringere  Apoptoseinduktion als die  Kombination des
Proteasominhibitors mit dem Bcl-2-Inhibitor Venetoclax. Dies kdnnte darauf
hindeuten, dass Bortezomib nicht einen parallelen Weg der Apoptoseinduktion
adressiert, sondern in die gleiche Achse der intrinsischen Apoptoseinduktion wie
der Mcl-1- und Bcl-x.-Inhibitor eingreift. Die Tatsache, dass die Kombination mit
dem Bcl-x.-Inhibitor noch etwas hohere Zelltodraten induzierte als mit dem
Mcl-1-Inhibitor kdnnte daran liegen, dass Bcl-xL im Gegensatz zu Mcl-1 neben
Bak auch Bax inhibieren kann und somit ein Protein darstellt, das verschiedene
Apoptosewege verbindet (Willis et al., 2005, Gillissen et al., 2007, Fletcher et al.,
2008). Zzusammenfassend lassen diese Ergebnisse eine zentrale Rolle von Bcl-2
in der synergistischen Apoptoseinduktion durch Venetoclax und Bortezomib in

Sarkomen vermuten.
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4.2 Molekularer Hintergrund der synergistischen Apoptoseinduktion

durch Venetoclax und Bortezomib in Weichteilsarkomen

Um den Mechanismus der synergistischen Apoptoseinduktion durch Venetoclax
und Bortezomib in Weichteilsarkomen genauer zu untersuchen, wurde die
Expression und Clusterbildung verschiedener Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie
genauer untersucht. Die pro- und anti-apoptotischen Faktoren der Bcl-2
Proteinfamilie spielen eine wichtige Rolle in der Kontrolle von MOMP und damit
in dem intrinsischen Apoptosesignalweg. Dabei bewirkt die mitochondriale
Akkumulation und Oligomerisierung der MDPs Bax, Bak und Bok eine
Permeabilisierung der &ul3eren Mitochondrienmembran mit nachfolgender
Freisetzung von Cytochrom c aus dem mitochondrialen Intermembranraum
(Westphal et al., 2011, Einsele-Scholz et al., 2016, Llambi et al., 2016). Der
Porenbildung von Bax und Bak wirken die anti-apoptotischen Vertreter der Bcl-2
like Gruppe, unter anderem Bcl-2, Mcl-1 und Bcl-x., entgegen (Willis et al., 2005,
Gillissen et al., 2007). Bok ist infolge intrinsischer Instabilitat bzw. Metastabilitat
und spontaner Konformationsanderung konstitutiv aktiv und unterliegt einer
Regulation durch proteasomalen Abbau (Llambi et al., 2016, Moldoveanu and
Zheng, 2018, Zheng et al., 2018). Letztlich kbnnen BH3-only Proteine entweder
durch Inhibition der anti-apoptotischen Bcl-2 like Proteine, wie beispielsweise an
der Inaktivierung von Mcl-1 durch Noxa gezeigt wurde (Nakajima et al., 2014,
Gomez-Bougie et al., 2007), oder durch direkte Aktivierung der MDPs den
apoptotischen Zelluntergang positiv beeinflussen (Pedley and Gilmore, 2016,
Shamas-Din et al., 2011).

Proteasominhibitoren sind bereits gut erforschte Wirkstoffe, die durch Inhibition
der zielgerichteten Proteolyse einen Zellzyklusarrest und Apoptose induzieren
kénnen. So wurde nach Proteasominhibition in zahlreichen Zelllinien (z.B.
Multiples Myelom, Mantelzell-Lymphom, Kolorektales Karzinom) eine erhdhte
Expression von pro-apoptotischem Bok und Noxa mit nachfolgender
Apoptoseinduktion beobachtet (Llambi et al., 2016, Gomez-Bougie et al., 2007,
Rizzatti et al., 2008, Pandit and Gartel, 2011, Moldoveanu and Zheng, 2018). In
dieser Arbeit wurde in Sarkomzelllinien nach einer Inkubation mit 5 nM

Bortezomib und vor allem nach simultaner Inkubation mit
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Venetoclax&Bortezomib im Western Blot eine Zunahme der relativen
Bandenintensitat von Noxa und seines Gegenspielers Mcl-1 nachgewiesen (Abb.
10A). Obwohl nach Inkubation mit den Wirkstoffen die relative Bandenintensitat
von Mcl-1, das ebenso durch das Proteasom abgebaut wird (Adams and Cooper,
2007), erhoht war Uberwog aufgrund der Antagonisierung durch erhdhte Noxa-
Spiegel die pro-apoptotische Wirkung von Venetoclax&Bortezomib (Abb. 5).
Interessanterweise erhthte auch die Inkubation mit 15 pM Venetoclax die
Expression von Noxa und Mcl-1. Die Ursache fur die Erh6éhung der Proteinspiegel
in diesem Kontext misste in weiterfihrenden Experimenten, z.B. zu
Proteininteraktionen oder in entsprechenden knock-out Versuchen untersucht
werden. Ein héaufiger Mechanismus der Venetoclaxresistenz ist die
Uberexpression von anti-apoptotischen Bcl-2 Familienproteinen, wie Mcl-1 und
Bel-x. (Yue et al., 2020). Zudem zeigte sich in SW982/wt in Gegenwart der
einzelnen Wirkstoffe und vor allem nach simultaner Inkubation mit
Venetoclax&Bortezomib eine deutliche Akkumulation von Bok, was im Hinblick
auf seine konstitutive Aktivitat (Llambi et al., 2016, Moldoveanu and Zheng, 2018,
Zheng et al., 2018) auf eine Beteiligung von Bok bei der Apoptoseinduktion
hindeutet (Abb. 10B). Auch der Bak-Spiegel scheint nach einer gleichzeitigen

Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib in SW982/wt erhoht.

Die alleinige Untersuchung der Proteinspiegel von Bax und Bak erlaubt keine
Aussage Uber deren Aktivitatszustand. Daher wurde die Aktivitat der MDPs durch
deren Akkumulation und Oligomerisierung am Mitochondrium
immunfluoreszenzbasiert untersucht. Nach alleiniger Inkubation mit 15 puM
Venetoclax bzw. 5 nM Bortezomib zeigte sich keine Clusterbildung von Bax, Bak
oder Bok am Mitochondrium (Abb. 11). Hingegen resultierte die simultane
Gegenwart beider Wirkstoffe in einer mitochondrialen Bax- und Bak-
Clusterbildung. Zusatzlich fuhrte die Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib in
SW982/wt zu einer Clusterbildung von Bok. Dies bestatigt die
durchflusszytometrisch gewonnen Ergebnisse. Lediglich die Gegenwart beider
Wirkstoffe resultiert in einer Clusterbildung von Bax, Bak und Bok und damit in
einer gesteigerten Apoptoseinduktion. Dabei scheinen alle drei MDPs beteiligt zu
sein (Abb. 11).
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In weiteren Analysen wurde in der vorliegenden Arbeit die Rolle der einzelnen
MDPs bei der Apoptoseinduktion durch Venetoclax&Bortezomib mit Hilfe von
Gen knock-outs in SW982 analysiert. Hierfur wurden mittels CRISPR/Cas9 Bax,
Bak und Bok knock-out Zellen generiert. In den so generierten knock-out
Zelllinien wurde zunachst die Expression von pro- und anti-apoptotischen
Proteinen unter Kontrollbedingungen und nach Inkubation mit Venetoclax
und/oder Bortezomib untersucht. Die Regulation der Proteinexpression, also die
erhohte oder verminderte Expression von Proteinen als Reaktion auf Inkubation
mit den Wirkstoffen, glich in den MDP knock-out Zellen weitgehend der von
SW982/wt. Auch in SW982/Bax-ko, SW982/Bak-ko und SW982/Bok-ko
resultierte die alleinige und vor allem die simultane Inkubation mit Venetoclax
und/oder Bortezomib in einer erhéhten Expression von Noxa und Mcl-1 (Abb.
13A). Die Expression von Bok und Bak verdnderte sich nach den
Wirkstoffinkubationen ahnlich wie bei SW982/wt, sofern das Protein exprimiert
wurde (Abb. 13B). Analog zu SW982/wt fihrte eine Inkubation mit
Venetoclax&Bortezomib also in allen MDP knock-out Zelllinien zu einer
deutlichen Akkumulation von Noxa, Mcl-1 und Bok (sofern exprimiert).
Zusammenfassend wurden im Vergleich zur Wildtypzelllinie keine deutlichen
Unterschiede in der Regulation der Expression pro- und anti-apoptotischer
Proteine nach Inkubation mit 15 uM Venetoclax und/oder 5 nM Bortezomib

festgestellt.

In der darauffolgenden durchflusszytometrischen Zelltodanalyse zeigte sich,
ahnlich wie bei SW982/wt, in allen knock-out Zelllinien mit weniger als 25%
apoptotischer Zellen eine aulRerst geringe Zelltodinduktion durch die alleinigen
Wirkstoffinkubationen (Abb. 14). In Bak-ko Zellen war die Zelltodinduktion durch
Venetoclax&Bortezomib im Vergleich zur Wildtypzelllinie nicht signifikant
verringert, was darauf hindeutet, dass Bak nicht essenziell fiir die synergistische
Apoptoseinduktion ist bzw. dass die Kombination weiterhin effektiv wirken kann
(Abb. 14A). Trotz eines Bok knock-outs induzierte die simultane Inkubation mit
Venetoclax&Bortezomib in ahnlichem Malle Zelltod wie in SW982/wt. Die
Zelltodinduktion war zwar im Vergleich zu SW982/wt signifikant verringert
(p = 0,0497), dennoch bewirkte die Kombination mit tber 70% sehr effektiv
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Zelltod (Abb. 14B). Interessanterweise wurde durch einen Bax knock-out die
durch Venetoclax&Bortezomib hervorgerufene Apoptoseinduktion deutlich
reduziert (Abb. 14C). Der Anteil apoptotischer Zellen betrug trotz simultaner
Wirkstoffinkubation nur noch weniger als 50%. Dabei war die Reduktion der
Apoptoseinduktion durch Venetoclax&Bortezomib in SW982/Bax-ko Kl. 11 noch
deutlicher als in Bax-ko KI. 4, welcher aufgrund der schwachen Bax-Banden im
Western Blot eher eine Mischpopulation vermuten lasst. So bestand in
SW982/Bax-ko Kl. 11 zwischen einer alleinigen Bortezomib Inkubation und der
zusatzlichen Addition von Venetoclax kein signifikanter Unterschied in der Anzahl
TMRM!" Zellen mehr (p = 0,0502). Dies deutet darauf hin, dass die
synergistische Apoptoseinduktion durch Venetoclax&Bortezomib vorwiegend auf
Bax und weniger auf Bak oder Bok basiert, was wiederum mit der Inhibition des
Venetoclax-Zielmolekils Bcl-2 als primarer Antagonist von Bax (Willis et al.,
2005, Gillissen et al., 2007, Einsele-Scholz et al., 2016, Ku et al., 2011) begriindet
werden konnte. Zusammen mit der fehlenden bzw. deutlich schwécheren
Sensibilisierung gegeniber Bortezomib durch 15 uM Bcl-x.- bzw. Mcl-1-Inhibitor
im Vergleich zu 15 uM Bcl-2-Inhibitor (Abb. 5, 7 & 9) lasst dies auf eine zentrale

Rolle der Bcl-2/Bax-Achse in der synergistischen Apoptoseinduktion schliel3en.
4.3 Modell der synergistischen Apoptoseinduktion

Durch Inhibition von anti-apoptotischem Bcl-2, einem physiologischen Bax-
Antagonisten (Willis et al., 2005, Gillissen et al., 2007, Einsele-Scholz et al., 2016,
Ku et al., 2011, Kale et al., 2018), nimmt Venetoclax direkten Einfluss auf die
Balance und Interaktion der pro- und anti-apoptotischen Proteine und fuhrt damit
zu einer erhohten Empfanglichkeit fir Apoptose (apoptotic priming). Folgende
Aspekte sprechen dafir, dass die von Venetoclax adressierte Bcl-2/Bax-Achse

einen wichtigen Anteil in der synergistischen Apoptoseinduktion spielt:

i) Der Bax knock-out reduzierte die Zelltodinduktion  durch
Venetoclax&Bortezomib deutlich auf unter 50% apoptotische Zellen (Abb.
14C), Bax scheint also fur die synergistische Apoptoseinduktion

unverzichtbar.
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i) Die synergistische Apoptoseinduktion war in der gewahlten Konzentration
spezifisch fur Bortezomib und eine Bcl-2-Inhibition und damit nicht
ubertragbar auf Bortezomib mit anderen BH3-Mimetika (Abb. 5, 7 & 9).

Auch fur Proteasominhibitoren wurde bereits ein Einfluss auf Mitglieder der Bcl-2
Proteinfamilie mit nachfolgender Apoptoseinduktion gezeigt. Die in der Literatur
beschriebene Proteasominhibitor-induzierte Akkumulation von Noxa (Gomez-
Bougie et al., 2007, Rizzatti et al., 2008, Pandit and Gartel, 2011) wurde auch in
dieser Arbeit nach Inkubation mit 5 nM Bortezomib und vor allem nach Inkubation
mit Venetoclax&Bortezomib beobachtet (Abb. 10A & 13A). Das BH3-only Protein
Noxa antagonisiert den anti-apoptotischen Faktor Mcl-1, der wiederum
Uberwiegend Bak und vermutlich Bok inaktiviert (Nakajima et al., 2014, Gomez-
Bougie et al., 2007, Willis et al., 2005, Gillissen et al., 2007, Hsu et al., 1997,
Stehle et al., 2018, Ku et al.,, 2011). Zudem fuhrt eine Proteasominhibition
nachweislich zu einer Akkumulation von Bok (Llambi et al., 2016, Moldoveanu
and Zheng, 2018), die auch in dieser Arbeit nach den jeweiligen alleinigen und
vor allem der simultanen Wirkstoffinkubation mit Venetoclax und Bortezomib in
SW982 beobachtet wurde (Abb. 10B & 13B). Unabhangig auf welche Weise die
Bok-Aktivitat reguliert wird, ob Uber Interaktion mit anti-apoptotischen Bcl-2
Proteinen wie Mcl-1 (Hsu et al., 1997, Stehle et al., 2018) oder proteasomalen
Abbau (Llambi et al., 2016, Moldoveanu and Zheng, 2018), eine
Venetoclax&Bortezomib Inkubation fuhrte zu einer Clusterbildung von Bok
(Abb. 11) und somit zu einer Verschiebung des Gleichgewichts der Bcl-2
Proteinfamilie in Richtung Apoptose. Folglich adressiert Bortezomib vorwiegend
die Mcl-1/Bak&Bok-Achse.

4.3.1 Hypothese: Molekularer Mechanismus der synergistischen

Apoptoseinduktion durch Venetoclax&Bortezomib

Der Synergismus von Venetoclax und Bortezomib beruht auf der simultanen
Inhibition der Bcl-2/Bax-Signalachse durch Venetoclax und der Mcl-1/Bak&Bok-
Achse durch Bortezomib-induzierte Noxa und Bok Expression (Abb. 15)
(Muenchow et al., 2020). Dies fihrt zu einer Stérung des Gleichgewichts pro- und

anti-apoptotischer Proteine mit einem Uberwiegen der pro-apoptotischen
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Faktoren. Die Dysbalance der Mitglieder der Bcl-2 Proteinfamilie kann entweder
direkt zu MOMP fuhren oder die Pradisposition der Zellen flr Apoptose (apoptotic
priming) derart steigern, dass z.B. vorhandene zytotoxische reaktive
Sauerstoffspezies (ROS), die bei zahlreichen =zellularen Prozessen (z.B.
Metabolismus, Proliferation, Differenzierung) entstehen und deren Level in
malignen Zellen haufig erhoht sind (Panieri and Santoro, 2016), bereits MOMP
induzieren koénnen (Minchow, 2019). Letztlich fuhrt die Kombination von
Venetoclax und Bortezomib zu einer mitochondrialen Clusterbildung der drei
MDPs Bax, Bak und Bok mit nachfolgendem apoptotischen Zelltod.

BH3-only  Bcl-2 like MDP

£ | Bok
S f
BOrtezomib} —I -5.3 Prot:ahizTaler /
(o]
& L| Noxa === Mcl-1 ====| Bak ==—p Apoptose

{Venetoclax ] ] Bel-2 ] Bax/

Abbildung 15 | Modell der synergistischen Apoptoseinduktion. Die simultane
Inhibition der Bcl-2/Bax-Achse durch Venetoclax und der Mcl-1/Bak&Bok-Achse durch
Bortezomib resultiert in einem Uberwiegen pro-apoptotischer Proteine und
apoptotischem Zelltod. BH3-only Proteine und MDPs sind pro-apoptotische Faktoren
(rot), Bcl-2 like Proteine sind anti-apoptotische Faktoren (griin) [modifiziert nach
(Muenchow et al., 2020)]

Unterstutzt wird diese Hypothese durch die geringere Apoptoseinduktion durch
eine Kombination von Bortezomib mit einem Mcl-1- bzw. Bcl-x_-Inhibitor (Abb. 5,
7 & 9). In diesen Fallen erfolgt keine gezielte Inhibition der Bcl-2/Bax-Achse. Bei
einer Kombination von Bortezomib mit A-1155463 bzw. A-1210477 wird die durch
Bortezomib bereits adressierte Mcl-1/Bak&Bok-Achse zuséatzlich durch die BH3-
Mimetika inhibiert. Aufgrund der Bindungsfahigkeit von Bcl-x. sowohl an Bak als
auch Bax (Willis et al., 2005, Gillissen et al., 2007, Ku et al., 2011, Fletcher et al.,
2008) kann der Bcl-x.-Inhibitor vermutlich auch bedingt eine Bax-Aktivierung

vermitteln, die jedoch schwécher ausféllt und daher in Kombination mit
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Bortezomib weniger effektiv wirkt als der direkte Bcl-2-Inhibitor, der gezielt die
Bcl-2/Bax-Achse inhibiert. Wird lediglich die Mcl-1/Bak&Bok-Achse durch die
Wirkstoffkombination  adressiert, dann  entféallt die  synergistische
Apoptoseinduktion, da keine simultane Inhibition paralleler Bcl-2 Signalachsen
besteht. Die Hypothese steht im Einklang mit dem beschriebenen Synergismus
von Bcl-2- und Mcl-1-Inhibitoren. So wurde préklinisch im Multiplen Myelom eine
synergistische Reduktion der Zellviabilitat durch eine Inkubation mit Venetoclax
in Kombination mit dem Mcl-1-Inhibitor S63845 gezeigt (Algarin et al., 2020).
Auch in AML Zelllinien zeigten Venetoclax und der Mcl-1-Inhibitor VU661013
synergistische Effekte (Ramsey et al., 2018). Im Fall von Venetoclax&Bortezomib
wird die Inhibition von Mcl-1 durch eine in der Literatur bereits beschriebene
Bortezomib-induzierte Hochregulation des BH3-only Proteins Noxa erzielt
(Gomez-Bougie et al., 2007, Rizzatti et al., 2008, Pandit and Gartel, 2011, Baou
et al., 2010, Hagenbuchner et al., 2010).

4.4 Ausblick

Diese Arbeit zeigte eine zentrale Rolle der Bcl-2/Bax-Achse in der
synergistischen Apoptoseinduktion durch das BH3-Mimetikum Venetoclax und
Bortezomib. Obwohl die Kombination beider Wirkstoffe zu einer Aktivierung bzw.
Clusterbildung aller drei MDPs Bax, Bak und Bok fuhrte, scheint die
Sensibilisierung fur Apoptoseinduktion durch Bortezomib und Venetoclax in
Weichteilsarkomen vor allem Bax-abhangig zu sein. Die Uber verschiedene
Sarkomzelllinien hinweg stets beobachtete Akkumulation von Noxa nach
Inkubation mit den Wirkstoffen lasst zudem auf eine wichtige Rolle dieses
Proteins in der synergistischen Apoptoseinduktion schlieBen, was in
nachfolgenden Experimenten bestatigt wurde (Daten nicht gezeigt) (Muenchow
et al., 2020).

Die Therapie von Sarkompatienten stellt nach wie vor eine grol3e
Herausforderung dar und die 5-Jahres-Uberlebensrate nach Diagnose eines
Sarkoms liegt weiterhin durchschnittlich bei lediglich 54-65%, sodass neue
Behandlungsmoglichkeiten gesucht werden. Aufgrund der prasentierten

praklinischen in vitro Daten konnte die Kombination von Venetoclax und
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Bortezomib einen vielversprechenden neuen Ansatz in der Behandlung von

Sarkomen darstellen. Weiterfiuhrende Experimente kdnnten die Optimierung der

Wirksamkeit einer Kombination von Bcl-2-Inhibitoren und Proteasominhibitoren

adressieren sowie die Untersuchung der langerfristigen Wirksamkeit

einschliel3en. Mogliche Experimente waren:

)

Die Kombination mit anderen Bcl-2-Inhibitoren wie Navitoclax, der neben
Bcl-2 auch Bcl-x. und Bcel-w inhibiert (Tse et al., 2008, Selleckchem), oder
Verwendung anderer Proteasominhibitoren, beispielsweise Carfilzomib
oder Ixazomib (Manasanch and Orlowski, 2017). Gegebenenfalls kann so
die in vitro Wirksamkeit auf andere Substanzen derselben Wirkstoffklasse
erweitert oder noch weiter gesteigert werden. Dies kdnnte in Bezug auf
eine groRere Medikamentenauswahl mit potenziell unterschiedlichen
pharmakologischen Eigenschaften und dosisabhangigen
Nebenwirkungsprofilen fur die zukinftige klinische Anwendung
interessant sein. In Patienten mit soliden Tumoren zeigte Bortezomib
bisher keine gute Wirksamkeit (Manasanch and Orlowski, 2017, Huang et
al., 2014). Diese Resistenz konnte auf pharmakokinetische und
pharmakodynamische Eigenschaften von Bortezomib mit verminderter
Verfugbarkeit des Wirkstoffes in den Tumoren zuriickzufiihren sein und
beispielsweise durch Dosissteigerung, die jedoch durch toxische
Nebenwirkungen begrenzt ist, behoben werden (Manasanch and
Orlowski, 2017). Durch Verwendung neuerer Proteasominhibitoren kénnte
die in vivo Wirksamkeit einerseits durch andere pharmakologische
Eigenschaften, andererseits durch eine bessere Vertraglichkeit hdherer
Dosen verbessert werden. Wichtig ist zuvor jedoch die préklinische in vitro
Untersuchung einer solchen Kombination.

In der vorliegenden Arbeit wurde bisher nur die Effektivitdt der
Apoptoseinduktion durch Venetoclax und Bortezomib untersucht.
Interessant kdénnte auch die Fahigkeit der behandelten Krebszellen zur
Bildung neuer Kolonien sein. Hierfir kdnnte ein Koloniebildungstest
(colony formation assay, CFA) durchgefiuhrt werden (Franken et al., 2006,
Katz et al., 2008).
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iif) Durchfuhren von Tierversuchen, beispielsweise im Mausmodell, um die
Wirksamkeit von Venetoclax und Bortezomib in der Apoptoseinduktion
von Sarkomen nicht nur in vitro, sondern auch in vivo zu testen und ein
naheres Verstandnis Gber das komplexe Zusammenwirken im Kdrper zu
erhalten. Neben der Untersuchung pharmakologischer Wechselwirkungen
der Wirkstoffe sollte auch besonders auf die Toxikologie mit potenziellen
Nebenwirkungen geachtet werden. Derartige Tierversuche sind meist
Voraussetzung fur die weiterfuhrende Testung im Rahmen klinischer
Studien im Menschen und damit die Translation in die klinische

Anwendung.
4.5 Ubertragbarkeit in den Sarkompatienten

Zum Abschluss soll die Frage zur Ubertragbarkeit in den Sarkompatienten
diskutiert werden, da dies die Zielsetzung der medizinischen Forschung darstellt.
Bevor neue Medikamente oder Medikamentenkombinationen im Rahmen
klinischer Studien in Krebspatienten getestet werden durfen, wird die
Pharmakologie und Toxikologie in vivo in Tierexperimenten untersucht.
Allerdings sind sowohl Venetoclax als auch Bortezomib schon fiir die Behandlung
anderer Krebsentitdten im Menschen zugelassen (Ratiopharm, 2019, European
Medicines Agency, 2020). Auch die Kombination aus Venetoclax plus
Bortezomib und Dexamethason wird bereits in einer Phase 3 Studie in Patienten
mit Multiplem Myelom getestet (NCT02755597), nachdem eine Phase 1b Studie
eine vielversprechende Wirksamkeit mit akzeptabler Sicherheit gezeigt hat
(NCT01794507) (Moreau et al., 2017). Haufige héhergradige Nebenwirkungen
einer Behandlung mit Venetoclax plus Bortezomib und Dexamethason sind
Zytopenien, wie Neutropenie (18%), Thrombozytopenie (15%) und Anamie
(15%), sowie Pneumonien (16%) und Diarrhoe (15%) (Kumar et al., 2020).
Obwohl das Vorkommen schwerer behandlungsbedingter Nebenwirkungen bei
Patienten mit Venetoclax plus Bortezomib und Dexamethason bisher sogar
etwas geringer war als bei Patienten mit Placebo plus Bortezomib und
Dexamethason (48% vs. 50%), zeigt die aktuell durchgefiihrte Phase 3 Studie
eine leicht erhdhte Mortalitat bei Patienten der Venetoclaxgruppe im Vergleich

zur Placebogruppe, was hauptsachlich auf Infektionen (Pneumonie, Sepsis)
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zuruckzufihren ist (Kumar et al., 2020). In dieser Studie erhielten die Patienten
zusatzlich zu Venetoclax und Bortezomib noch das in der Therapie des Multiplen
Myeloms etablierte Dexamethason (Wormann et al., 2018), welches eine
immunsuppressive Wirkung hat (Ratiopharm, 2018) und daher zu einem
verstarkten Infektionsgeschehen beitragen kann. Im Falle einer klinischen Studie
im Sarkompatienten wirde auf das Dexamethason verzichtet und lediglich
Venetoclax und Bortezomib gegeben werden. Da so die immunsuppressive
Wirkung des Dexamethasons entfallt, ware gegebenenfalls das Risiko schwerer
Infektionen reduziert. Eine weitere Studie im Multiplen Myelom (NCT01794520)
zeigt eine Korrelation zwischen dem Ansprechen auf Venetoclax und hohen
Bcl-2:Bcl-x. bzw. Bcl-2:Mcl-1 mRNA Expressionsverhaltnissen (Kumar et al.,
2017). Die hochste Ansprechrate auf Venetoclax wurde hier bei Patienten mit
t(11;14) Translokation, die eine im Verhéaltnis zu Bcl-x. und Mcl-1 hohe Bcl-2
Expression aufweisen, festgestellt. Basierend auf diesen Erkenntnissen und den
Ergebnissen dieser Arbeit, die auf eine wichtige Rolle der Bcl-2/Bax-Achse in der
synergistischen Apoptoseinduktion hinweisen, kbnnte das Expressionsprofil der
Bcl-2 like Proteine, also eine hohe Bcl-2 Expression bzw. hohe Bcl-2:Bcl-x. und
Bcl-2:Mcl-1 Verhaltnisse, als Auswahlkriterium fir den Einschluss in die klinische
Studie zur Testung von Venetoclax und Bortezomib in Sarkompatienten

herangezogen werden.

Die verwendeten Wirkstoffkonzentrationen sind an den im Rahmen von
Vorarbeiten an 13 Sarkomzelllinien (Synovialsarkome, Leiomyosarkome,
Liposarkome, Rhabdomyosarkome, Chondrosarkome, Osteosarkome, NOS)
ermittelten durchschnittlichen 1IC50-Werten angelehnt. Die Konzentration von
15 uM Venetoclax erscheint dabei im Vergleich zu der gemessenen mittleren (x
Standardabweichung) maximalen Plasmakonzentrationen im Steady State von
2,4 + 1,3 uM nach einmal taglicher Gabe von 400 mg Venetoclax bei fettarmer
Ernahrung (Abbvie, 2021) hoch. Allerdings kann durch Gabe zusammen mit einer
fettreichen Mahlzeit die Venetoclaxexposition weiter erhéht werden (Abbvie,
2021). Weiterhin zeigten tagliche Dosen von 1200 mg Venetoclax in
Myelompatienten ein akzeptables Sicherheitsprofil (Kumar et al., 2017), sodass

die Bioverfugbarkeit (Plasmakonzentrationen bzw. Area under the curve (AUC))
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wahrscheinlich weiter erhoht werden kann. Im Gegensatz dazu werden bei
wiederholter Gabe von 1,3 mg/m? Bortezomib maximale Plasmakonzentrationen
zwischen 231,6 und 312,3 nM erreicht (Ratiopharm, 2019) und damit deutlich
hohere Konzentrationen als die hier verwendeten 5 nM. Diese praklinischen in
vitro Arbeiten dienen der Darstellung sowie Charakterisierung der
synergistischen Wirkung von Venetoclax und Bortezomib und schaffen somit
eine Grundlage, um im Rahmen Klinischer Studien die optimale Dosierung der
Medikamente in Sarkompatienten zu untersuchen. Es ist zu beachten, dass eine
in vitro festgestellte Wirksamkeit aufgrund des komplexen Wechselspiels des
menschlichen Korpers nie 1:1 in vivo Ubertragbar ist. Im Patienten spielen viele
weitere Faktoren, wie die Physiologie des Menschen (z.B. Immunsystem,
Entziindungsreaktionen, 3D Tumor versus 2D Zellkultur, etc.) oder die
Pharmakologie der Medikamente (Gewebegangigkeit, Metabolisierung,
Plasmaproteinbindung, etc.), eine wichtige Rolle. Zudem wirde man im
Sarkompatienten aufgrund maoglicher lebensbedrohlicher
Stoffwechselentgleisungen - dem Tumorlyse-Syndrom (Tambaro and Wierda,
2020, Howard et al., 2011) - keinen Zelluntergang von beispielsweise tber 80%
in SW982 innerhalb von 24 h anstreben. Die vorliegende Arbeit konnte eine
starke Apoptoseinduktion durch Venetoclax und Bortezomib nachweisen und den
Mechanismus der synergistischen Wirkung genauer beleuchten. Eine
Anpassung und Optimierung der Medikamentendosierungen kann jedoch nicht
in der Zellkultur erfolgen, sondern muss im Rahmen Kklinischer Studien in

Sarkompatienten stattfinden.

Aufgrund der stark begrenzten zugelassenen Therapieoptionen sind viele
Sarkompatienten bereits kurz nach Diagnosestellung austherapiert. Daher
werden dringend neue  Behandlungsmoglichkeiten  bendétigt.  Eine
Kombinationstherapie mit Venetoclax und Bortezomib stellt wegen der hier
dargestellten  starken  Apoptoseinduktion in  Sarkomzelllinien einen
vielversprechenden Ansatz bei der Behandlung von Sarkomen dar und kénnte
so bei synergistischer Wirkung zu einer Verbesserung der 5-Jahres-
Uberlebensraten fiihren. Da diese Medikamentenkombination bereits in

Myelompatienten getestet wird und in einer Phase 1b Studie ein akzeptables

82



Nebenwirkungsprofil zeigte, kann eventuell auf weitere Tierversuche verzichtet
und eine Venetoclax und Bortezomib Kombinationstherapie direkt
Sarkompatienten, denen ungltcklicherweise keine zugelassenen
Behandlungsmdglichkeiten mehr zur Verfligung stehen, entweder in Form von
individuellen Heilversuchen oder im Rahmen einer klinischen Studie angeboten

werden.
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5. Zusammenfassung

Sarkome sind eine seltene Gruppe bosartiger Tumorerkrankungen
mesenchymalen Ursprungs. Aufgrund ihrer Heterogenitat und Raritat stellt die
Therapie von Sarkomen auch heute noch eine grof3e Herausforderung dar. Trotz
multimodaler Therapiekonzepte einschlie3lich Chemotherapie, Radiotherapie
und ausgedehnter Resektion liegt die 5-Jahres-Uberlebensrate bei
durchschnittlich lediglich 54-65%. Folglich werden dringend neue wirksame
Therapien fur die Behandlung von Sarkompatienten ben6étigt.

In Vorarbeiten wurde die synergistische Reduktion vitaler Zellen mittels
simultaner Bcl-2-Inhibition durch Venetoclax und Proteasominhibition durch
Bortezomib in Weichteilsarkomen nachgewiesen. Ziel dieser Arbeit war es, den
Mechanismus der synergistischen Wirkung von Venetoclax und Bortezomib
sowie die Relevanz spezifischer Bcl-2 Familienproteine fir diesen Mechanismus
in drei Sarkomzelllinien  (Synovialsarkom, = Rhabdomyosarkom  und
Leiomyosarkom) zu untersuchen, um ein naheres Verstandnis des Zusammen-
wirkens dieser Medikamente zu erlangen. Dazu sollte zunachst die starke
Apoptoseinduktion durch gleichzeitige Inkubation mit Venetoclax und Bortezomib
durchflusszytometrisch verifiziert und die Ubertragbarkeit auf eine Kombination
anderer BH3-Mimetika und Bortezomib geprtift werden. Anschliel3end sollte die
Auswirkung einer Inkubation mit Venetoclax und/oder Bortezomib sowohl auf die
Expression pro- und anti-apoptotisch wirkender Bcl-2 Proteine als auch die
Clusterbildung der MDPs Bax, Bak und Bok mittels Western Blot und
Immunfluoreszenzmikroskopie analysiert werden. Schlie3lich sollte der Einfluss
des spezifischen Verlustes der MDPs auf die Wirksamkeit von Venetoclax und
Bortezomib analysiert werden. Hierfir wurden mittels CRISPR/Cas9 generierte
Bax, Bak und Bok knock-out Zellen mit Venetoclax und/oder Bortezomib inkubiert
und nachfolgend die Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine sowie die

Effektivitat der Apoptoseinduktion untersucht.

Bei gleicher Dosierung bewirkte die Kombination von Bortezomib mit dem Bcl-2-
Inhibitor Venetoclax die hochsten Zelltodraten (Venetoclax&Bortezomib: > 80%
(Swo82/wt, SK-LMS-1) bzw. ~70% (RD) avitale Zellen), wahrend die
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Kombination mit dem Bcl-x.-Inhibitor A-1155463 geringere Zelltodraten
(A-1155463&Bortezomib: < 45% (SW982/wt, RD) bzw. ~60% (SK-LMS-1) avitale
Zellen) und mit dem Mcl-1-Inhibitor A-1210477 einen vernachlassigbaren Anteil
apoptotischer Zellen (A-1210477&Bortezomib: < 25% avitale Zellen in
SW982/wt, RD und SK-LMS-1) induzierte. Die synergistische Apoptoseinduktion
war somit in der gewahlten Dosierung von 15 pM BH3-Mimetikum und 5 nM
Bortezomib spezifisch fur Bortezomib und eine Bcl-2-Inhibition. Nach Inkubation
mit Venetoclax&Bortezomib zeigten sich in allen getesteten Zelllinien erhéhte
Expressionen von Mcl-1 und Noxa sowie erhOhte Bok- und Bak-Level in
SW982/wt. In SW982/wt resultierte die Inkubation mit Venetoclax&Bortezomib
zudem in einer mitochondrialen Clusterbildung von Bax, Bak und Bok. Die
Regulation der Expression pro- und anti-apoptotischer Proteine war in den knock-
out Zellen im Vergleich zur Wildtypzelllinie unverandert, jedoch war bei einem
Bax knock-out die Zelltodinduktion durch Venetoclax&Bortezomib auf unter 50%
reduziert. Dies lasst auf eine zentrale Rolle von Bax in der
Venetoclax&Bortezomib-induzierten Apoptose schlieRen. Basierend auf unseren
Ergebnissen und bestehender Literatur schlagen wir vor, dass der Synergismus
von Venetoclax und Bortezomib auf der simultanen Inhibition der Bcl-2/Bax-
Achse durch Venetoclax und der Mcl-1/Bak&Bok-Achse durch Bortezomib-
induzierte Noxa und Bok Hochregulierung beruht. Das Uberwiegen pro-
apoptotischer Faktoren resultiert letztendlich tGber die Aktivierung der drei MDPs

Bax, Bak und Bok in Apoptose.

Diese in vitro Arbeit liefert Hinweise einer moglichen Wirksamkeit von Venetoclax
in Kombination mit Bortezomib bei der Therapie von Sarkompatienten. Beide
Medikamente sind bereits fur die Behandlung anderer Krebsentitdten im
Menschen zugelassen und die Kombination aus Venetoclax plus Bortezomib und
Dexamethason wird momentan in einer Phase 3 Studie in Patienten mit Multiplem
Myelom getestet (Bellini, NCT02755597). Eine Kombinationstherapie mit
Venetoclax und Bortezomib stellt wegen der hier dargestellten starken
Apoptoseinduktion in Sarkomzelllinien auch bei der Behandlung von Sarkomen
einen vielversprechenden Ansatz dar und kdnnte so bei synergistischer Wirkung

zu einer Verbesserung der 5-Jahres-Uberlebensraten fiihren.
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