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1 EINLEITUNG

1.1 Die Leukdmien
1.1.1 Definition und Epidemiologie der Leukdmien

Der bereits 1845 von Rudolf Virchow gepréagte Begriff ,Leukamie® (,weil3es
Blut“) bezeichnet die diffuse Proliferation eines malignen Leukozytenklons.
Diese ist durch eine Expansion im roten Knochenmark mit Verdrangung der
physiologischen Hamatopoese und mitunter durch Infiltration extramedullarer
Organe sowie Ausschwemmung leukamischer Zellen ins Blut gekennzeichnet —
eine Leukozytose ist allerdings nicht obligat und bei der Akuten Myeloischen
Leukdmie beispielsweise nur in 50 % der Falle vorhanden. Resultierende
unspezifische Symptome sind erhdhte Blutungsneigung, Infektanfalligkeit und
korperliche Schwache aufgrund einer Andmie. Durch Organinfiltrationen und
-vergroB3erungen kann es zu lokalen Beschwerden und neurologischen bzw.
Organausfallen kommen. 8%

Obwohl die akuten Leukdmien mit weniger als 3 % eine kleine Fraktion unter
allen Krebserkrankungen bilden, sind sie die Haupttodesursache bei
onkologischen Patienten unter 35 Jahren. %7

Mit Ausnahme der Akuten Lymphatischen Leukamie (ALL) nimmt die Inzidenz
bei allen Formen mit steigendem Lebensalter zu, und es besteht eine deutliche
Androtropie. Die akuten Leuka&mien unterscheiden sich von den chronischen
nicht nur im Verlauf, sondern auch durch die enthemmte Proliferation
unreifzelliger Blasten im Gegensatz zu reifen, zum Teil aber funktionslosen
Zellklonen. Weiter unterteilt werden die Leuk&mien abhangig von dem
entarteten Zelltypus in lymphatische und myeloische Formen. Die haufigste
Leukdmieform ist die Chronische Lymphatische Leukamie (CLL,
durchschnittliche Inzidenz 3,7 / 100.000 Einwohnern), welche zu den Non-
Hodgkin-Lymphomen zahlt. Die Inzidenz steigt bei Gber 80-Jahrigen auf bis zu
31/ 100.000 an. Ihre Ursache ist unbekannt; eine familidre Disposition erhéht
das Erkrankungsrisiko allerdings um das Dreifache. “& 5% 107)

Die Akute Lymphatische Leuk&mie (durchschnittliche Inzidenz 1,4 / 100.000),

auch ,Lymphoblastenleukamie® genannt, betrifft Gberwiegend Kleinkinder und



iIst mit einem Anteil von Uber 90 % auch die dominierende Leukadmieform bei
diesen. Im Erwachsenenalter macht sie nur ca. 20 % der akuten Leukamiefalle
aus. Auch hier sind die Ursachen zumeist unklar. Neben chemischen Noxen
und ionisierender Strahlung spielen virale Infektionen (u.a. Retroviren) eine
Rolle.

Die Chronische Myeloische Leukamie (CML) mit einer Inzidenz von 1,7 /
100.000 Einwohnern ist gekennzeichnet durch das in Uber 90 % der Félle zu
findende Philadelphia-Chromosom (t(9;22)), welches hier im Gegensatz zur der
ALL, bei der es ebenfalls auftreten kann, einen gunstigen Prognosefaktor
darstellt. Die Atiologie ist bis auf sehr hoch dosierte ionisierende Strahlung
weitestgehend unbekannt. “8 50107

Die haufigste akute Form ist mit einem Anteil von 80 % die Akute Myeloische
Leukdmie (AML). Ihre durchschnittlichen Inzidenz betragt 3,7 / 100.000
Einwohnern, steigt bei Gber 70-Jahrigen allerdings auf etwa 20 / 100.000 an.
Das mediane Erkrankungsalter betragt 63 Jahre. % 107119

Chromosomale Aberrationen, wie sie beim Down-Syndrom, Péatau- oder
Klinefelter-Syndrom vorliegen, beginstigen eine AML ebenso wie chemische
Noxen (z.B. Benzol, Pestizide) und ionisierende Strahlung. Auch kann eine
zytostatische Therapie mit Alkylanzien oder Topoisomerase-ll-Inhibitoren
wenige Jahre nach Exposition zu einer AML, oft mit nachweisbaren
Chromosomenschéaden, fuhren (therapieassoziierte Leukamie = t-AML). Des
Weiteren kann sich eine Akute Myeloische Leukdmie sekundar aus
myeloproliferativen Erkrankungen, einem Myelodysplastischen Syndrom, einer
aplastischen Anamie oder der Paroxysmalen Nachtlichen Hamoglobinurie
entwickeln (Sekundarleukamie = s-AML). Beide sekundaren Formen (t-AML,
s-AML) sind therapieresistenter als die native Erkrankung.

Es finden sich jedoch lediglich bei 10 % der Erkrankten anamnestische
Hinweise beziglich der Atiologie. 450 108)

Die gangige FAB-Klassifikation (French-American-British-Group) unterscheidet
nach morphologischen und zytochemischen Kriterien acht Subtypen der AML,
die neben der granulozytaren Zellreihe auch undifferenzierte, monozytére,

erythrozytare und megakaryozytare Zellreinen beinhalten. Die Einteilung der



WHO berucksichtigt aul3erdem Chromosomenaberrationen, die in 50-60 % zu
finden sind und prognostische Relevanz haben. So sind beispielsweise die
Translokationen t(8;21) und t(15;17) sowie die Inversion inv(16) mit einer
gunstigeren Prognose verbunden.

Trotz eines im Allgemeinen kurativen Ansatzes der Therapie liegt die 5-Jahres-
Uberlebensrate auch bei jungen Patienten nur bei ca. 40 % und sinkt mit

zunehmendem Erkrankungsalter. ¢*8 50107

5-Jahres-Uberlebensrate bei AML
1992-1999 in den USA
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Abb. 1.1: 5-Jahres-Uberlebensrate bei AML (48)



1.1.2 Konventionelle Therapieoptionen bei der AM L

Die Therapie der AML wird im Allgemeinen unter Studienbedingungen
durchgefuhrt und gliedert sich neben der supportiven Behandlung in Induktions-
therapie, Konsolidierungstherapie und gegebenenfalls Erhaltungstherapie.
Voraussetzung fur eine Heilung bzw. ein Langzeitiberleben ist die
hamatologische komplette Remission, welche das Ziel der Induktionstherapie
darstellt. Definitionsgemal bedeutet dies:

Keine Blasten im peripheren Blut, Regeneration der Hamatopoese mit
Thrombozyten > 100.000/ul und Neutrophilen > 1.000/ul, Blastenanteil im
Knochenmark < 5 %, keine nachweisbare extramedullare Manifestation sowie
Fehlen einer transfusionsbedurftigen Anamie.

Die auch als Postremissionstherapie zusammengefassten Abschnitte
Konsolidierungs- und Erhaltungstherapie dienen der Aufrechterhaltung der
kompletten Remission durch Elimination der MRD (minimal residual disease),
also noch vorhandener, mikroskopisch aber nicht nachweisbarer
Leukdmiezellen. Ohne diese Therapie kommt es bei nahezu allen Patienten zu
Rezidiven. Die dauerhafte Vollremission ist allerdings entscheidend fur die
Prognose und zudem Bedingung fir eine allogene bzw. autologe
Stammzelltransplantation, die bei rezidivierter AML praktisch die einzige
Heilungschance bietet. 48 5042

Je nach Erkrankungsalter wird derzeit zwar von 45-75 % der Patienten eine
vorubergehende Vollremission erreicht, doch sind Rezidive haufig:

Bei Standardrisikopatienten unter 60 Jahren betragt die Rezidivrate 40-45 %,
bei Uber 60-Jahrigen liegt sie bei dem Doppelten — dazu kommt eine
therapieassoziierte Mortalitat von ca. 20 % in der Induktionsphase.

Die mediane Uberlebenszeit betragt zwei bis drei Jahre respektive acht bis

zwolf Monate, (42 108.115.56)



Tabelle 1.1: Beispiele von Therapieoptionen bei AML

(48, 42)

Medikament

Wirkmechanismus

nmerkung

Induktionstherapie

Cytarabin (= ARA-C)

+ ein Anthrazyklin

(Daunorubicin, Idarubicin,

Mitoxantron)

ggfs. zusatzlich 6-Thioguanin

Pyrimidin-Antagonist;
selektive Hemmung
der DNA-abhangigen
DNA-Polymerase

Interkalierung des
DNA-Stranges,
Hemmung der
Topoisomerase

purinanaloger
Antimetabolit

zwei Zyklen,

komplette Remission:
65-75 % (Pat. < 60 J.)
45-55 % (Pat. > 60 J.)

ggfs. + Granulozyten-Kolonien
stimulierender Faktor (GCS-F)
(Eilgrastim, Pegfilgrastim)

Zytokin

bei Neutropenie sowie zur
Erhéhung der Chemotherapie-
sensitivitat von AML-Blasten

All-trans Retinol (ATRA)

durch Bindung an
Retinséurerezeptor-a
Ausdifferenzierung
des leukamischen
Zellklons

LAIDA"; bei
Akuter Promyelozytenleukamie
(APL = M3, t(15;17)),

komplette Remission: > 90 %

All-trans Retinol (ATRA)
+ 6-Mercaptopurin
+ Methotrexat (MTX)

purinanaloger
Antimetabolit

Folsaureantagonist

+ ldarubicin S. 0.
Konsolidierungstherapie
_ _ drei Zyklen
Cytarabin, hochdosiert S. 0.
Cytarabin + Daunorubicin S. 0. bei APL, zwei Zyklen
Erhaltungstherapie
S. 0.

nur bei APL, zwei Jahre lang

1.1.3 Neue Therapieansatze bei der AML

Aufgrund dieser

insgesamt

unbefriedigenden

Therapieergebnisse,

insbesondere bei alteren, oft chemoresistenten Patienten, besteht ein grol3er

Bedarf an neuen bzw. erganzenden Behandlungskonzepten. Die Evaluation

pathophysiologischer

Faktoren

wie

beispielsweise

Chemokin-

Rezeptorstatus soll weitere Subklassifikationen und Risikoeinschatzungen der

AML und damit individuellere Therapiestrategien moéglich machen.

und



Aktuell Stoffe  mit
Wirkmechanismen in der Erforschung bzw. klinischen Erprobung (s. Tabelle
1.2). durch

Stammzelltransplantationen in ihrer Vertraglichkeit und Einsatzmdglichkeit zu
n. (115, 121)

befinden sich diverse den unterschiedlichsten

Dazu kommen Bestrebungen, modifizierte  Protokolle

verbesser
(115, 39, 120, 70, 73, 76, 2, 8, 118, 87, 121, 56, 80, 88, 32, 124, 44, 34)

Tabelle 1.2: Neue Therapieansétze bei der AML

PSC833 (Valspodar)

(multi drug resistance)-Gen
kodiert)

Wirkstoffbeispiel Wirkmechanismus Ar|1merkung

Verapamil sowohl bessere Remissions- und
Ciclosporin A Hemmung des P-Glykoproteins Utr)ﬁrrl](tebengrgt:erll bei I?atlegtgn ml't
Zosuquidar, (Zytostatikapumpe, vom MDR1 ernohtem F-LIlykoprotéin-spiege

(bei Alteren Pat. z.T. héhere
Expression) als auch Studien-
abbruch wg. erhohter Mortalitat
(PSC833) beschrieben

Ozogamizin (GO)

CD33-Antikérper gekoppelt an
das Antibiotikum Calicheamicin

PKC412 Hemmung Leukamie-
(N-benzoyl-stauro- | spezifischer Rezeptor- bei therapierefraktarer AML
sporin), Tyrosinkinasen (FLT-3, VEGFR- | Z. T. Erfolge
SU5416 2, c-KIT)

bei rezidivierter CD33-positiver
Gemtuzumab-

AML in 34 % (Pat. < 60 Jahre)
bzw. 26% (> 60 Jahre) der Félle
Remission

PTK787,
Bevacizumab

Hemmung des Vascular
Endothelial Growth Factors
(VEGF)

wachstumsfordernde Wirkung auf
AML-Zellen und eventuelle
Therapieresistenz durch VEGF
soll gemindert sein

G3139 (Oblimersen)

bindet als Antisense-Strang an
bcl-2-mRNA

Steigerung der AML-Zell-Apoptose
beschrieben

5-aza-2'-deoxy-

Hemmung der DNA-

soll DNA-Hypermethylierung

Proliferationshemmung

hamatopoetischer Tumorzellen

- 2 bei AML (und MDS) verringern;
cytidin (Decitabine, Methyltransferase Normalisgerung des) Karyo?yps
Dacogen)

hemmt als Deoxyadenosin- aktuell zugelassen zur Drittlinien-
Clofarabin Analogon die DNA- und therapie der ALL bei Kindern,
Ribonukleotidreduktase- z.T komplette Remission der AML
Synthese im Rahmen klinischer Studien
zur Therapie der progredienten,
eine Hydroxamsaure, refraktdren Kutanen
Vorinostat Histondeacetylaseinhibitor T-Zelllymphoms zugelassen, viel
(siehe auch Kapitel 1.8) versprechende klinische Studien
zur AML-Therapie
Immunmodulation, zugelassen zur Behandlung des
Antiangiogenese, Multiplen Myeloms (Kombination
Lenalidomid

mit Dexamethason), klinische
Studien zur AML-Therapie




1.2 Apoptose

Apoptose (griechisch amémTwoig, das Abfallen), oft synonym mit
“programmierter  Zelltod“ oder ,Zell-Selbstmord“ verwendet, ist ein
biochemischer und morphologischer Prozess, der hinsichtlich der Ontogenese,
Homoostase und Integritat aller Metazoen essentiell ist. Auch immunologisch
und in der Pathogenese vieler Erkrankungen spielt die Apoptose eine
entscheidende Rolle. Schon 1842 beobachtete Carl Vogt Zelluntergange bei der
normalen Entwicklung von Kréten, 30

Doch erst in einer 1972 erschienenen Publikation Uber den Zelltod
verschiedener Gewebe fiihrten Kerr, Wyllie und Currie ® diese Bezeichnung in
Anlehnung an das Fallen der Blatter im Herbst ein - auch die nicht mehr
bendtigten oder den Organismus gefahrdenden Zellen 16sen sich
augenscheinlich freiwillig von ihrem Zellverband bzw. schniren apoptotische
Korper ab. Dabei handelt es sich allerdings um einen streng regulierten
Vorgang, der auch heute nicht bis ins Detail geklart ist. ¢ 3127

Genetisch ~ determinierte Prozesse, beispielsweise  wéhrend der
Embryonalentwicklung, kénnen eine Apoptose induzieren. Ein bekanntes
Beispiel hierfur ist die Ausdifferenzierung der Finger bzw. Zehen. Auch die
Follikelatresie und die Menstruation im Rahmen des Ovarialzyklus sind auf
Apoptose zurtckzuftihren. Auf exogene, zellschadigende Faktoren wie zum
Beispiel ionisierende bzw. UV-Strahlung, Nahrstoffmangel, oxidativen Stress,
mechanische bzw. chemische Belastung oder Virusproteine reagiert die Zelle,
abhangig von Art und Intensitat der Schadigung, mit Reparaturmechanismen,
Apoptose oder im Extremfall Nekrose. Somit ist die Ubliche Kategorisierung von
Apoptose als ,programmierter Zelltod“ und Nekrose als ,provozierter Zelltod”
nicht ganz korrekt. Dennoch gibt es schon lichtmikroskopisch erkennbare
Unterschiede: Die Nekrose betrifft ganze Zellverbande, es kommt zu einer
osmotisch  bedingten Schwellung, zytoplasmatischen Vakuolisierungen,
Karyolyse, Karyorrhexis und schlie3lich einem Zerplatzen der Zellen mit
konsekutiver lokaler Entziindungsreaktion. Bei der Apoptose hingegen sind
auch einzelne Zellen betroffen, welche zunachst schrumpfen (daher die friihere
Bezeichnung ,Schrumpfnekrose”) - ihr Chromatin verdichtet sich (Pyknose)



und wird durch Endonukleasen zumeist in regelmafige Abschnitte fragmentiert.
Es kommt zu Blaschenbildungen an der Plasmamembran (blebbing) mit
Ausbildung apoptotischer Kérper und deren anschliel3ender Phagozytose und
lysosomaler Verdauung durch Nachbarzellen sowie Makrophagen und
Dendritische Zellen. Durch deren Produktion antiinflammatorischer Zytokine wie
TGF-B und aufgrund bis zuletzt erhaltener Membranstabilitat der apoptotischen

Zellbestandteile kommt es zu keiner lokalen Entziindungsreaktion. (2931023

1.2.1 Signalwege der Apoptose

Auf molekularer Ebene sind es kaskadenartige biochemische Prozesse, durch
welche die Apoptose induziert wird. Es kbnnen (mindestens) drei verschiedene
Signalwege unterschieden werden: Der extrinsische oder ,Todesrezeptor-
Signalweg, der intrinsische oder mitochondriale Signalweg sowie die Caspase-

unabhangige Apoptose.

1.2.1.1 Extrinsischer oder ,Todesrezeptor“-Signa  lweg

Die am besten untersuchten ,Todesrezeptoren® sind der TNFR-1
(Tumornekrosefaktor-Rezeptor-1, auch p55 oder CD120a genannt) und der
Fas-Rezeptor (auch Apol oder CD95). Beide sind integrale Membranproteine
mit zytosolischen ,Todesdomanen“ (DD, death domains), die nach Bindung
ihrer spezifischen Liganden (TNF-a und TNF-B (Lymphotoxin) bzw. FasL) Utber
das nichtenzymatische Adapterprotein Fadd (Fas-associated protein with death
domain, auch Mortl) und seine death effector domains (DED) diejenigen der
Initiatorcaspase Caspase-8 binden und mit ihr zusammen den death inducing
signalling complex (DISC) bilden.

Caspasen sind Proteasen mit einem Cysteinrest in ihrem aktiven Zentrum, die
Peptidbindungen C-terminal von Aspartat spalten (cysteinyl-aspartate-cleaving
proteases). Von ihnen existieren ca. 14 Varianten in menschlichen Zellen; sie
sind praktisch ubiquitéar zu finden und liegen als Zymogene (Pro-Caspasen) vor,
die vermutlich selbst eine geringe Aktivitdt von 1 % haben. Caspasen kénnen
sich gegenseitig durch Dimerisierung und proteolytische Transprozessierung an

einem Aspartatrest aktivieren. *?



Der entstandene DISC aktiviert nun weitere Caspasen - unter ihnen Caspase-3,
die als Effektorcaspase schliel3lich Uber die Spaltung von Strukturproteinen und
DNA-Degradation zum Zelltod fiihrt. %Y

Die apoptotische Wirkung von TNF wird allerdings von dem Transkriptionsfaktor
NF-kB (nuclear factor-«kB) limitiert. Dieser wird von TNF selbst aktiviert und
induziert proinflammatorische sowie immunmodulierende Gene, wahrend er die
Apoptose hemmt. 2

Eine Apoptoseinduktion durch TNF, wie oben beschrieben, findet offenbar
Uberhaupt nur unter Blockade der Proteinbiosynthese statt, woflr wiederum NF-

kB mitverantwortlich zu sein scheint. @

1.2.1.2 Intrinsischer oder mitochondrialer Signa  Iweg

Intrazellulare  Kalziumiberladung, reaktive Sauerstoffspezies oder, bei
Thrombozyten, IL-2-Deprivation kdnnen zu dieser Form der Apoptose fuhren.
Sie ist gekennzeichnet durch die mitochondriale Freisetzung von Cytochrom c¢
mittels proapoptotischer Bcl-2-Proteine wie Bax. Bei Bcl-2 (B-cell lymphoma-2)
handelt es sich um eine Proteinfamilie, welche durch die hochkonservierten Bcl-
2-Gene kodiert wird. Ihre Produkte sind Proteine mit proapoptotischer (u.a. Bax,
Bak, Bok, und Bid) oder antiapoptotischer Eigenschaft (das eigentliche Bcl-2
sowie Bcl-XL, Mcl-1, Bfl-1, Bcl-W). Sie befinden sich in der &ul3eren
Mitochondrienmembran und beeinflussen sich durch wechselseitige
Dimerisierung. Proapoptotische Bcl-2-Proteine wie Bax werden auch von dem
Tumorsuppressorprotein p53 aktiviert (siehe unten).

Bcl-2-Proteine sind u.a. fur die Permeabilitdt der auf3eren Mitochondrien-
membran  (mitochondrial outer membrane permeabilisation, MOMP)
verantwortlich, welche durch einen permeability transition pore (PTP)
genannten und beide Membranen durchspannenden Kanal bestimmt wird.
Offnet sich dieser, tritt Cytochrom ¢ aus und bindet an das zytosolische Protein
Apaf-1 (apoptotic protease activating factor-1). Zusammen mit dem
energieliefernden dATP (Desoxyadenosintriphosphat) aggregieren diese zum
Apoptosom und aktivieren die Initiatorcaspase Caspase-9. Diese wiederum

aktiviert, analog zum extrinsischen Signalweg, Caspase-3.



10

Einen weiteren Beitrag zu dem Zelltod haben aus dem Mitochondrium
ausgetretene Sauerstoffradikale und der Energieverlust aufgrund des
Atmungskettenzusammenbruchs. (301012317

Nicht ganzlich geklart ist der apoptoseinduzierende Mechanismus von
Glukokortikoiden beispielsweise in Thymuszellen und, therapeutisch bei der
ALL genutzt, in Lymphozyten. Apaf-1 und Caspase-9 sind mal3geblich beteiligt,

offenbar jedoch unabhéngig von Mitochondrien bzw. Cytochrom c. ¢¥

datp . Cytd-c

Apoptosom
Apaf-1

%) e -'/l:-:;apasab
_Jh@aspaseﬁj A

o
k_ﬂaspase-ﬂ

Zelltod

Abb. 1.2: Signalwege der Apoptose, modifiziert nach Reed JC, 2000 (101)
Tumornekrosefaktor-Rezeptor 1 (= p55), ,Todesdomanen“ (death domains), DED = death
effector domains, Fadd = Fas-associated protein with death domain, Apaf-1 = apoptotic

protease activating factor 1, dATP = Desoxyadenosintriphosphat, Cyto-c = Cytochrom c



11

1.2.1.3 Caspase-unabhangige Apoptose

Es existiert allerdings auch mindestens ein Caspase-unabhangiger
Mechanismus, der zur Apoptose fuhrt. In diesem spielt der
Apoptoseinduzierende Faktor (AIF) im mitochondrialen Intermembranraum eine
grof3e Rolle. Dieser wird durch entsprechende Signale frei, wandert in den
Zellkern ein, bindet DNA und fiihrt schlieRlich zum Zelltod. %V

1.2.2 Pathogenetische Relevanz der Apoptose

Stérungen der Apoptose haben eine groRe Bedeutung in der Pathogenese
vieler Krankheiten. Neben neurodegenerativen Erkrankungen stehen auch
solche wie Myokardinfarkt, Herzinsuffizienz, Autoimmunerkrankungen und AIDS
in engem Zusammenhang mit vermehrter bzw. unerwiinschter Apoptose. ©9
Andererseits fiihrt eine verminderte Apoptose, etwa durch ein Uberwiegen der
Bcl-2-Aktivitat oder einen Defekt des Tumorsuppressorgens TP53 (welches p53
kodiert), zu Zellakkumulationen wie bei onkologischen und anderen
proliferativen Erkrankungen. Die an der Apoptose beteiligten Gene bzw.
Proteine sind somit potentiell onkogen. Tatsachlich liegt in mehr als der Halfte
aller Malignome eine mutationsbedingte Inaktivitait von p53 vor. Dieses
Tumorsuppressorprotein beeinflusst das Zellwachstum, indem es entweder den
Zellzyklus in der G1-Phase arretiert, wodurch DNA-Reparaturen ermdglicht
bzw. unerwinschte Proliferation verhindert wird, oder Uber die Aktivierung
proapoptotischer Bcl-2-Proteine eine Apoptose induziert.

Das autosomal-dominant vererbte Li-Fraumeni-Syndrom mit einer p53-Mutation
und resultierenden Krebserkrankungen ist ein klassisches Beispiel fiur die

Bedeutung dieses Tumorsuppressorgens. (551009

1.3 Das Proteasom

Eine weitere bedeutende Rolle in der Regulation zellularer Prozesse spielt das
Proteasom. Bis Anfang der 1980er Jahre galten Lysosomen als verantwortlich

fur den Abbau extra- sowie intrazellularer Proteine. Die lysosomalen Proteasen
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sind allerdings unspezifisch und ihre Inhibition beeinflusst kaum den Abbau
intrazellularer Proteine, welche zudem spezifische Halbwertszeiten haben. %2
Die Tatsache, dass die Proteolyse in Saugetierzellen auf3erdem ein ATP-
verbrauchender Prozess ist, legte die Existenz eines anderen, spezifischeren
Systems nahe. &Y

Irwin A. Rose, Avram Hershko und Aaron Ciechanover erhielten im Jahr 2004
den Nobelpreis fir Chemie fur ihre Entdeckung des Ubiquitin-Proteasom-
Systems (UPS), das sich als der Hauptabbauweg intrazellularer eukaryotischer
Proteine herausstellte. Es befindet sich im Zytoplasma und Zellkern, wo es den
Proteinhaushalt der meisten zellularen Kompartimente reguliert. Neben dem
Abbau fehlgefalteter bzw. defekter Proteine aus dem Endoplasmatischen
Retikulum (ER, siehe unten) kommt ihm eine essentielle Stellung in Zellzyklus
und -differenzierung, Stoffwechselwegen und beispielsweise der Regulierung
von Membranrezeptoren zu. Die Vielfalt der proteasomalen Aufgaben macht
hochspezifische Regulationsmechanismen notwendig, weshalb es sich hierbei

auch um energiekonsumierende Vorgange handelt. %2

1.3.1 Aufbau des Proteasoms

Das eukaryotische Proteasom ist ein fassformiger 26S-Proteinkomplex mit einer
Molekilmasse von ca. 2 MDa, der aus zwei Untereinheiten besteht: Die
zentrale 20S-Untereinheit (core particle, CP) setzt sich aus zwei auf3eren und
zwei inneren Ringen mit jeweils sieben weiteren Untereinheiten (al-7 bzw. p1-
7), also insgesamt 28 Untereinheiten mit einem jeweiligen Molekulargewicht
von 21-31 kDa zusammen. Drei der B-Untereinheiten des so genannten
konstitutiven Proteasoms beherbergen in ihrem tunnelférmigen Inneren die
sechs katalytischen Zentren (jeweils zwei pro B1-, f2- und B5-Untereinheit) mit
Peptidylglutamylpeptidhydrolase-(Caspase-), Trypsin- respektive Chymotrypsin-
ahnlichen Aktivitaten, ©" 20

Diese Proteasomhydrolasen gehdéren zu der Familie der Threoninproteasen, da
sich in jedem katalytischen Zentrum ein Threoninrest befindet. ¢V

Unter Einfluss von Zytokinen, insbesondere Interferon y, bzw. mikrobieller
Infektion werden hingegen B1i-(LMP2)-, B2i-(MECL1) und B5i-(LMP7) -
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Untereinheiten mit einem gegenidber den konstitutiven B-Einheiten
verschiedenen Substratspektrum exprimiert. Die zu B1i und B5i gehdrigen Gene
befinden sich in der MHC-II-Region. Dieser Proteasomtyp wird folglich
Immunoproteasom genannt und ist fur die Antigenprozessierung von
Bedeutung. © 45199

Die a-Untereinheiten der 20S-Proteasomuntereinheit stehen dagegen in
Verbindung mit zwei aufsitzenden 19S-,Kappen® (regulatory particle, RP),
welche regulatorische Funktion haben, abzubauende Proteine erkennen und

entfalten sowie deren Degradation induzieren.

205 Untereinheit

195-Untereinheait 195-Untereinheait

Abb. 1.3: Aufbau des 26S-Proteasoms, modifiziert na  ch Kloetzel PM, 2001 (62)

1.4 Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS)

Zum Abbau bestimmte Proteine mussen zunéchst hierfir markiert werden. Dies
geschieht durch eine Isopeptidbindung mit dem ubiquitar in kernhaltigen Zellen
vorkommenden, hochkonservierten Polypeptid Ubiquitin (auch ATP-abhangiger
Proteolysefaktor 1, APF-1, genannt).

Drei verschiedene Enzyme sind dafir zustandig: In einem ersten, ATP-
verbrauchenden Schritt wird Ubiquitin durch das singulare Ubiquitin-
aktivierende Enzym (E1) adenyliert und anschlieBend zu dem in ca. 50
Variationen vorhandenen Ubiquitin-konjugierenden Enzym (E2) transferiert.

Dieses ubertragt daraufhin das Ubiquitinmolekil mit seinem Glycinrest auf eine
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Lysinseitenkette des an einer spezifischen Ubiquitin-Ligase (E3, ca. 1.000
Varianten) gebundenen Substrats. Durch Wiederholung dieser Schritte entsteht
schliel3lich ein poly-ubiquitinyliertes Protein, welches bereit fir den
proteasomalen Abbau ist. (0% 4% 46)

Dieser Vorgang ist reversibel — Deubiquitinylierungsenzyme (vorwiegend
Cysteinproteasen) kdnnen das Ubiquitin wieder von den jeweiligen Proteinen
abtrennen.

Nach Einschleusung ins Innere der 20S-Untereinheit und dort stattgefundener
Hydrolyse werden die entstandenen Peptide durch zytosolische Proteasen
weiter zu Aminosauren abgebaut, wahrend die durch die 19S-Untereinheit

abgespaltenen Ubiquitinmolekiile reutilisiert werden. %%

i
PPi + AMP Target ) ") ( Target G&\
W

X X G -N

Target @ Proteasome
)

-~ - - - - f - - J" S \
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Abb. 1.4: Das Ubiquitin-Proteasom-System im Uberbli ¢k, Wang J et al. 2006 (132)

PPi = Pyrophosphat, AMP = Adenosinmonophosphat, ATP = Adenosintriphosphat,
Ub = Ubiquitin, E1 = Ubiquitin-aktivierendes Enzym, E2= Ubiquitin-konjugierendes Enzym,

spezifische Ubiquitin-Ligase, Target = abzubauendes Substrat

Zum Teil ist das Proteasom allerdings auch bei der Prozessierung von
Préakursorproteinen beteiligt und entlasst dann biologisch aktive Peptide, wie
z.B. die P50-Untereinheit des schon erwahnten antiapoptotischen

Transkriptionsfaktors NF-kB (Heterodimer aus p50 und p65). ©®
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Auch dessen normalerweise an ihn gebundener Inhibitor IkB wird durch das
Proteasom degradiert, was folglich einen weiteren Beitrag zur NF-kB-
Aktivierung leistet. 1%

Ferner werden p27 und p2l (WAF1/CIP1), Cyclin-abhangige-Kinasen-
Inhibitoren, abgebaut. Diese Proteine fihren zu einer Stagnation des Zellzyklus
in der G1- bis S-Phase. ©'%

Daneben ist das Ubiquitin-Proteasom-System eng mit regulativen Vorgangen
und der Apoptose verknupft: Stérungen in diesem System, ob im Sinne einer
Hemmung oder einer gesteigerten Aktivitat, konnen ebenso fatale
Konsequenzen fir den gesamten Organismus haben wie Stérungen bei der
Apoptose selbst. Mitunter bedingen sie auch die Apoptose, wie im Falle von
NF-kB oder p53 (siehe unten).

1.5 Die pathogenetische Bedeutung des Proteasoms

Beispiele fur pathogenetische Beteiligungen des Proteasoms sind zahlreich und
nehmen bei steigendem Interesse dieses Forschungsgebietes stetig zu.
Genannt seien neurodegenerative Erkrankungen wie Morbus Alzheimer,
Stoffwechselstérungen wie Mukoviszidose oder Erbkrankheiten wie das
Angelman-Syndrom. 192

Auch bei Virusinfektionen spielt das Ubiquitin-Proteasom-System eine Rolle, da
virale Proteine durch das Proteasom im Zytoplasma zu Peptiden prozessiert
werden, die dann im Komplex mit MHC-I-Molekilen auf der Zelloberflache von
antigenspezifischen T-Zellen erkannt werden, welche daraufhin die spezifische
antivirale Immunantwort steuern. ©®

Nicht zuletzt sind es aber onkologische Erkrankungen, die durch Beeinflussung
des Proteasoms bzw. seiner Substrate entstehen konnen. Dem
Tumorsuppressorprotein p53 kommt hier eine besondere Bedeutung zu, da sein
kodierendes Gen TP53 nicht nur wie oben beschrieben mutationsbedingt
inaktiv, sondern auch einem gesteigerten Abbau im Proteasom unterworfen sein
kann. So ist der Spiegel von p53 in einigen Tumorzellen signifikant erniedrigt,

ohne dass eine Mutation vorliegt. 3%
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Das fur dessen Degradation verantwortliche spezifische Enzym E3 wird MDM2
genannt (kodiert durch das Onkogen MDMZ2, murine double minute Gen 2)
und ist in diesem Fall aktiviert (wie auch in manchen

AML-Zellen ®®) oder wird durch eine virale Variante ersetzt, wie bei high-risk
HPV-positiven Zervixkarzinomen. Somit entgeht die maligne Zelle der p53-
induzierten Apoptose. ¢ 10

1.6 Die Rolle des Endoplasmatischen Retikulums b ei der Apoptose

Das Endoplasmatische Retikulum (ER) ist ein fur die Protein- und Lipidsynthese
sowie deren Modifikation verantwortliches zytoplasmatisches Organell.
Membranproteine und sekretorische Proteine werden hier gefaltet und an die
Zelloberflache, den Golgiapparat respektive in Lysosomen transportiert.
Chaperone wie BiP/GRP78 (Binding Immunoglobulin Protein/Glucose-
Regulated Protein, ein Hitzeschockprotein), PDI (Protein Disulfid Isomerase),
andere Hitzeschockproteine (z.B. Hsp 40, 70, 90) und Calreticulin unterstitzen
die korrekte Proteinfaltung. Fehlgefaltete Proteine dagegen werden zunachst im
ER zurickgehalten. Die Akkumulation von fehlerhaften Proteinen erzeugt ER-
Stress. ®” Diesem wird von Seiten des Endoplasmatischen Retikulums mit im

Folgenden beschriebenen Mechanismen begegnet.

1.6.1 Unfolded Protein Response (UPR)/ERAD

Die Unfolded Protein Response (UPR) beinhaltet, einhergehend mit einer
verminderten Eiwei3synthese, eine vermehrte Chaperon-Rekrutierung sowie
die verstarkte proteasomale Degradation schadhafter Proteine. Das Proteasom
ist somit Teil des ERAD-Systems (ER-Associated Degradation). /782

Die Signalwege dreier Transmembranproteine des ER sind Bestandteil des
UPR: ATF6 (Activating Transcription Factor 6), IRE1 (Inositol Requirement 1)
und PERK (Protein Kinase-Like Endoplasmic Reticulum Kinase).

Diese Transmembranproteine werden normalerweise an ihrem luminalem N-

Terminus durch BiP gebunden und dadurch inaktiviert.
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Im Falle von ER-Stress |0st sich BiP und bindet in seiner Funktion als
Chaperone an die ungefalteten Proteine. ATF6, IRE1 und PERK sind somit
aktiviert:

Das nach Spaltung im Golgiapparat zum Transkriptionsfaktor gereifte ATF6
fordert die Transkription von XBP1 (X-Box Binding Protein 1), CHOP (s.u.)
sowie Chaperonen.

Die Serin-Threonin-Kinase und Endoribonuklease IRE1 aktiviert XBP1 durch
MRNA-Splicing zu dem Transkriptionsfaktoren bZIP (Basic Leucine Zipper),
welcher wiederum die Expression von Chaperonen fordert. %

PERK initiiert die Phosphorylierung von elF-2 (Eukaryotic Initiation Factor-2),
wodurch die Proteinsynthese des ER auf Translationsebene unterdriickt wird
sowie der Zellzyklus in der G1-Phase persistiert. Des Weiteren wird durch
PERK der Transkriptionsfaktor NF-kB aktiviert, wodurch zunachst der Apoptose
entgegengewirkt wird. @37 117:33)

Somit stellen die oben beschriebenen Signalwege Mechanismen zum Schutz
des ER und der gesamten Zelle dar (fett gedruckte Pfeile in Abb.1.5).
Exzessiver ER-Stress fuhrt hingegen im Sinne einer ,Overwhelming UPR “ zur
Apoptose (hell gedruckte Pfeile in Abb.1.5). Die Phosphorylierung von elF-2
durch PERK nimmt dabei auf Kosten der Aktivierung des antiapoptotischen
NF-kB zu.

Die Signalwege CHOP (C/EBP Homologous Protein, auch GADD153 (Growth
Arrest and DNA Damage-Inducible Gene 153 genannt)), JNK (c-Jun N-
terminale Kinasen) und Caspase-4 (homolog der murinen Caspase-12) sind an
der Apoptoseinduktion beteiligt: ©° 3%

CHOP hemmt die oben beschriebenen antiapoptotischen Proteine Bcl-2 and
Bcl-X und fordert den proapoptotischen Effekt des BH3-only (Bcl-2-homology
domain 3 only) Proteins Bim (Bcl-2 Interacting Mediator of Cell Death) im
Mitochondrium.

IRE1 aktiviert Uber eine Rekrutierung von JIK (c-Jun-N-terminal Inhibitory
Kinase) und TRAF2 (TNF Receptor-Associated Factor 2) unter anderem JNK,

wodurch es Uber Apaf-1, Caspase-9 und Caspase-3 zur Apoptose kommt.
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Uber IRE1 und TRAF2 wird dariiber hinaus (spezifisch unter ER-Stress) die
Caspase-4 (in Mausen entsprechend Caspase-12) aktiviert, welche wiederum
tiber die Caspasen 9 und 3 die Apoptose induziert (siehe Abb.1.5). 3% %92

—— ER lumen BiP
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P : Unfolded Proteins - -: e

7 Proaspase 12/4 J
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Abb.1.5: UPR-Signalwege, modifiziert nach FaitovaJ et al. 2006 (33)

ER = Endoplasmatisches Retikulum, BiP = Binding Immunoglobulin Protein,
ATF6 = Activating Transcription Factor 6, XBP1 = X-Box Binding Protein 1,
CHOP = C/EBP Homologous Protein,  bZIP = Basic Leucine Zipper,
IRE1 = Inositol Requirement 1,  JNK = c-Jun N-terminale Kinasen,

elF-2 = Eukaryaotic Initiation Factor 2, P = Phosphat,

PERK = Protein Kinase-Like Endoplasmic Reticulum Kinase,

NF-kB = Nuclear Factor-kB,  Bcl-2 = B-cell lymphoma 2



19

1.7 Proteasom- bzw. Proteaseinhibitoren

1.7.1 Bortezomib

7 |
NN NPon
.

=
N

Abb. 1.6: Strukturformel von Bortezomib (C  19H,sBN4Oy) (128)

Erster Vertreter der neuen Medikamentenklasse der Proteasominhibitoren ist
Bortezomib (Velcade ®). Dieses Boronsauredipeptid, friiher PS-341 genannt,
hemmt selektiv und kompetetiv (somit reversibel) die 20S-Untereinheit des
Proteasoms am Chymotrypsin-ahnlichen aktiven Zentrum (B5-Untereinheit)
sowie am Peptidylglutamylpeptidhydrolase-ahnlichen aktiven Zentrum (B1-
Untereinheit). 1497

Es ist mehr als 1.500-fach selektiver fir das Proteasom als fir das Enzym mit
der nachst niedrigeren Affinitat. ®

Folgende Apoptosemechanismen der malignen Zielzellen werden durch

Bortezomib induziert: ®% 3917

= Inaktivierung von NF-kB (Hemmung des Zellwachstums durch
verminderte Cyclin-D- und IL-6-Transkription; Veranderung der
Adhasionsmolekul-Expression; Unterdriickung von Chemotherapie-
Resistenzmechanismen, verminderte Angiogenese)

= Downregulation von gp130 (signaltransduzierende Untereinheit des IL-6-
Rezeptors)

» Induktion von p53, MDM2-Expression
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= Aktivierung der JNK (Aktivierung der Caspase-8 und Caspase-3)

= Mitochondrialer Cytochrom c-Austritt und Caspase-9-Aktivierung

= Aktivierung der Caspase-4 mit konsekutivem ER-Stress

» Inhibition der Endoribonuklease IRE1, somit fehlendes XBP1-mRNA-

Splicing und folglich Hemmung der zunachst zellschitzenden UPR

Im Jahre 2003 in den USA (in Deutschland 2004) zun&chst nur fur die ,Third-
Line“-Therapie rezidivierter, progredienter Multipler Myelome, mittlerweile auch
als ,Erstlinien“-Therapeutikum zugelassen @& %% 193 erhjelt es Anfang 2007
auch die Zulassung zur Rezidiv-Therapie von Patienten mit Mantelzell-
Lymphomen. ©°

In einer Phase-llI-Studie war Bortezomib beispielsweise einer hochdosierten
Dexamethasontherapie bezlglich Ansprechrate, progressionsfreier Zeit und
Uberleben bei rezidiviertem Multiplen Myelom tiberlegen. %9

Bei den Mantelzell-Lymphomen liel3 sich ebenfalls ein signifikant positiver Effekt
zeigen. ©®

Des Weiteren wird Bortezomib hinsichtlich seiner Wirksamkeit gegen zahlreiche
andere Tumorerkrankungen getestet. 9 43 78.94.64)

Bortezomib wird Uberwiegend in einer Anfangsdosis von 1,3 mg/m?
Korperoberflache zweimal wdchentlich tGber einen Zeitraum von zwei Wochen
(Tage 1, 4, 8 und 11) als intraventser Bolus verabreicht. Es folgt eine 10-tdgige
Therapiepause (Tage 12-21). Dieser dreiwochige Zeitraum stellt einen
Behandlungszyklus dar. ©®

Hierbei wird ein Plasmaspiegel von 10-20 nM Bortezomib erreicht. (66)
Nebenwirkungen dieses Medikaments auf3ern sich unter anderem in Form
gastrointestinaler Beschwerden, Infektionen wie Herpes zoster und
Atemwegsinfekten, Fatigue, peripherer Neuropathie und Blutbildveranderungen

infolge Myelosuppression.
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1.7.2 Ritonavir
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Abb. 1.7: Strukturformel von Ritonavir (C  37H4sN¢OsS5) (111)

Der Proteaseinhibitor Ritonavir (Norvir ®) ist schon seit 1996 in der HIV-
Therapie zugelassen. Als Komponente der HAART (highly active anti-retroviral
therapy) unterstitzt er die Wirkung der Kombinationspartner (Nukleosidische
oder Nichtnukleosidische Reverse-Transkriptase-Inhibitoren), indem er die HIV-
1- und HIV-2-Aspartylproteasen hemmt. Hierdurch wird peptidomimetisch eine
enzymatische Verarbeitung des viralen gag-pol-Polyproteins verhindert,
wodurch unreife und nicht-infektiose HIV-Viruspartikel produziert werden.
Ritonavir inhibiert in geringem Umfang auch die menschlichen Aspartyl-
proteasen. ¢

Aufgrund einer ausgepragten Hemmung unter anderem der Cytochrom-P450-
Isoformen CYP3A und (geringer) CYP2D6 werden eine Vielzahl von
Arzneimittelinteraktionen beschrieben. Therapeutisch genutzt wird dies in Form
der Kombination von Ritonavir mit anderen HIV-Proteaseinhibitoren wie
Lopinavir, Indinavir oder Saquinavir, da hierdurch die jeweiligen Plasma-
konzentrationen erhoht werden. 9

Es wurde zudem ein proteasominhibierender Effekt postuliert © - dartber
hinaus wurde bei HIV-positiven Patienten mit Kaposi-Sarkom eine
Tumorregression unter Ritonavirtherapie beschrieben. %

Diese Tatsachen machten Ritonavir, alleine und in Kombination mit
Proteasominhibitoren bzw. anderen Wirkstoffen, fur Untersuchungen
hinsichtlich der Wirkung auf AML-Zellen interessant, zumal es als bereits

zugelassenes Medikament fur einen klinischen Einsatz in kontrollierten Studien,
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oder auch als off label- bzw. compassionate use-Medikament bereits zur
Verfuigung steht. ©”

Die zugelassene Standarddosierung betragt zweimal 600 mg Ritonavir pro Tag,
wobei die Kklinisch dabei erreichten Plasmaspiegel zwischen 10 und maximal
30 uM liegen.

Haufige und sehr haufige unerwinschte Wirkungen unter einer
Ritonavirtherapie sind u.a. gastrointestinale Beschwerden, Kopfschmerzen,
Fieber,  Gewichtsverlust, Transaminasenerhdhung, CK-(Creatinkinase)-
Erhbhung sowie unspezifische Blutbildveranderungen. Fettstoffwechsel-
storungen wie Hypertriglyceridamie und Hypercholesterinamie und das
vermehrte Auftreten von Atherosklerose unter Ritonavireinnahme werden auf
die Induktion von ER-Stress und Apoptose von Hepatozyten sowie

Makrophagen zuriickgefiihrt. 49

1.7.3  AdaAhx sL3VS (ALVS)
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Abb. 1.8: Strukturformel von AdaAhx 3L3VS (60)

Bei dem Vinylsulfon AdaAhxsL3VS (ALVS, Adamantan-Acetyl-1-Amino-6-
Hexanoyl-Carboxy-Benzyl-Leucyl-Leucyl-Leucin-Vinylsulfon) handelt es sich um
einen neu entwickelten Proteasominhibitor, welcher die ,Trypsin-&hnliche”, die
»,Chymotrypsin-dhnliche” sowie die Peptidylglutamylpeptidhydrolase-Aktivitat
des konstitutiven und Immunoproteasoms irreversibel hemmt. ©%

Adamantanylacetat am N-Terminus der Verbindung gewéahrleistet die
Zellpermeabilitat, wahrend 6-Aminohexansaure (Ahx) als Spacer dient. Dieser
Proteasominhibitor hat eine hohere, hinsichtlich der Untereinheiten

unspezifischere Aktivitat als das weiter unten beschriebene Vinylsulfon NLVS.
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1.7.3.1 Aktivitatsmarkierung der Proteasomuntere  inheiten
(Active Site Label) in vivo mittels DansylAhx 3L3VS (DALVS)

Der mithilfe eines N-terminal an AdaAhxsL3VS angefiigten Dansylsulfonamido-
hexanoyl-Haptens zellpermeable Proteasominhibitor DansylAhxsL3VS (oder
DALVS) wurde in meinen Versuchen zur Aktivitatsmarkierung (Active Site
Labelling) der katalytischen Proteasomuntereinheiten verwendet (zur
Durchfihrung siehe Kapitel 2, ,Material und Methoden*). Die Zellpermeabilitat
ermdglicht erstmals eine Aktivitdtsmarkierung des Proteasoms in lebenden
Zellen, welche mittels Anti-Dansyl Western Blot dargestellt werden kann.

|
I ﬁ H 7 H i /‘)\;I 7 o
_N . S;NMJ\NM/\"/NW\)J\N -\H,N\/H\N /,,-»:xs":
| J oo H n H ;\ﬁH F
DansylAhx;L,VS |

Abb. 1.9: Strukturformel von DansylAhx  3L3VS (DALVS) (11, 60)

1.7.3.2 Aktivitditsmarkierung der Proteasomuntereinheiten
(Active Site Label) mittels AdaK(bio)Ahx 3L3VS (BIOALVS)

Ein weiteres in meiner Arbeit zum Einsatz gekommenes Vinylsulfon zur
Darstellung der Aktivitat der katalytischen Proteasomuntereinheiten ist
AdaK(bio)AhxsL3VS (BioALVS). Hierbei handelt es sich um biotinyliertes
AdaAhxsL3VS (e-Biotinyl-Lysin ,K(bio)* nahe des N-Terminus), dessen
Biotinanteil das aktive Zentrum der Proteasomuntereinheiten bindet, was per
Chemolumineszenz mittels fluoreszenzmarkiertem Streptavidin dargestellt
werden kann (siehe Kapitel 2, ,Material und Methoden®). Nachteil dieser
Methode gegenuber DansylAhxsL3VS ist die fehlende Zellpermeabilitat, so dass
keine Mdoglichkeit der Aktivitatsmarkierung in intakten Zellen besteht sondern

mit lysierten Zellen gearbeitet werden muss. 2%
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1.7.4 NLVS
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Abb. 1.11: Strukturformel von NLVS 89
Der Proteasominhibitor NLVS (NIP [4-Hydroxyl-5-lodo-3-Nitrophenylacetat] -
Leucyl-Leucyl-Leucin-Vinylsulfon), ein weiteres Vinylsulfon, hemmt ebenfalls
irreversibel die ,,Chymotrypsin-ahnliche” und (allerdings weniger ausgepragt)
die ,Trypsin-ahnliche” sowie die Peptidylglutamylpeptidhydrolase-Aktivitat des
Proteasoms durch kovalente Modifikation des Threoninrestes der katalytischen

B-Untereinheit des Proteasoms. %

1.8 Histondeacetylaseinhibitoren

Histone sind nukleére Proteine, welche in eukaryoten Zellen zusammen mit der
um sie gewickelten DNA die Nukleosomen bilden. Neben der strukturellen
Funktion im Sinne einer Verpackung der DNA haben die Histone eine wichtige
epigenetische Aufgabe:

Die enzymatische Modifikation der aus den Nukleosomen herausragenden
endstandigen Polypeptidanteile etwa in Form von Acetylierung, Methylierung,
Ubiquitinylierung oder Phosphorylierung beeinflusst die Transkription von
Genen der zu dem jeweiligen Nukleosom gehdrigen DNA, wie V.G. Allfrey
schon 1977 nahe legte. @

Der Acetylierungsstatus der Histone wird durch das Zusammenspiel der
Enzymklassen Histonacetyltransferasen (HAT, multiple Proteine mit
entsprechender enzymatischer Aktivitdt) und Histondeacetylasen (HDAC, 11
Isoenzyme in vier Klassen) bestimmt. *® Veranderte Aktivitaten dieser Enzyme
sind mit dem Auftreten von Tumorerkrankungen assoziiert. Beispiele hierfur
sind die Akute Promyelozytenleukdmie oder auch die Akute Myeloische

Leukamie (M2). (131, 75)
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Substrate der HAT bzw. HDAC sind unter anderem die e-Aminogruppen der
Lysinreste am N-Terminus der Histone. Die Deacetylierung dieser Lysinreste
bewirkt durch ihre Positivierung eine feste Bindung der Histone an das negativ
geladene Phosphat-Rickgrat (Backbone) der DNA, was zu einer Inaktivierung
der Gentranskription fuhrt.

Die HDACs nehmen auch uber eine direkte Deacetylierung von Transkriptions-
faktoren wie p53 oder NF-kB Einfluss auf die Genexpression und spielen bei
der Regulation des Zellzyklus eine Rolle. 749

Eine Acetylierung hingegen neutralisiert die Ladung der Histone und gewéahrt
Transkriptionsfaktoren Zugriff auf die DNA.

Dariber hinaus  beherbergen HATs  Acetyl-Lysin-Bindungsdomanen
(Bromodomanen), Uber welche spezifische Protein-Protein-Interaktionen
reguliert werden konnen.®®® Somit kann durch Inhibierung der
Histondeacetylasen (also Hyperacetylierung) beispielsweise die epigenetische
Abschaltung (Silencing) von APAF-1, Caspase-8 und anderen Proteinen
unterdrickt und entsprechend ein Wachstumsstillstand, die Differenzierung
oder auch Apoptose transformierter Zellen bewirkt werden (s. Abb. 1.12). 8D
Ein bereits etablierter Histondeacetylaseinhibitor ist Vorinostat, welches zur
Therapie des kutanen T-Zelllymphoms zugelassen ist und in klinischen Studien

auch einen inhibierenden Effekt auf AML-Zellen gezeigt hat. ©®

DNA

L
achy bac

DNA

Y
Deacetylated Histones Hyperactylated Histone
' v
Transcriptional Repression Transcriptional Activation

of Pre-Programmed Set of Genes of Pre-Programmed Set of Genes
' '

Cell Growth Cell Growth Arrest, Differentiation
| and/or Apoptosis
Tumor Growth v

Inhibition of Tumor Growth

Abb. 1.12: Modell zur Rolle der Histone bei Indukti  on / Inhibition von Tumorwachstum (81)
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1.8.1 HDACI I
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Abb. 1.13: Strukturformel von HDACI | (C  5;H20N405) &

Der Histondeacetylaseinhibitor HDACi | (oder auch M-(27)-275 / Entinostat /
SNDX-275) ist ein zellpermeables Benzamid-Analogon und fuhrt mittels
Histonhyperacetylierung zu einer quantitativen Abnahme der Zellen in der
S-Phase des Zellzyklus zugunsten derjenigen in der G1-Phase und induziert die
Tumorsuppressoren p21 (WAF1/CIP1) und Gelsolin, wobei letzterer nur in vivo
Effektivitat gezeigt hat. 2122

Des Weiteren induziert HDACI | die Zelldifferenzierung sowie die Transkription
des TGF-BlI-Rezeptoren (TBRII). &

HDACI | inhibiert das Isoenzym HDAC 1 starker als HDAC 3. HDAC 8 wird

hingegen nicht inhibiert. *°

1.8.2 HDACI Il

HOHMN el N NHOH
o

Abb. 1.14: Strukturformel von HDACI Il (C  10H10N,0,) &

Der Histondeacetylaseinhibitor HDACI Il (m-Carboxyzimtsaure-bis-Hydroxamid,
CBHA) ist ein zellpermeabler polarer Hybrid aus dem bis-Saurechlorid der
m-Carboxyzimtsaure und Hydroxylamin.

Die HDAC-Inhibition soll aus der Bindung des Hydroxamrestes an das Zinkatom
des aktiven Zentrums der HDAC resultieren.

HDACI Il inhibiert die Isoenzyme HDAC 1 und HDAC 3. %)
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Neben dem Wachstumsstillstand und der Differenzierung transformierter Zellen
bewirkt der HDACI Il beispielsweise die Apoptose und Expression von CD95 in

Neuroblastomzellen. © 105:19)

1.8.3 Valproinsaure / Natriumvalproat

O
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Abb. 1.15: Strukturformel von Natriumvalproat (136)

Die erstmals 1882 synthetisierte und seit mehr als 30 Jahren als
Antiepileptikum zugelassene Valproinsaure (bzw. deren Salz Natriumvalproat)
hat sich Uber dieses offizielle Indikationsgebiet hinaus als wirksam gegen
bipolare Stérungen und Migrane bzw. Cluster-Kopfschmerz gezeigt. Als
diesbezugliche Wirkmechanismen werden die Blockade von neuronalen
membranstandigen lonenkandlen bzw. ein prasynaptischer GABAerger Effekt
angenommen.

Die mittlere Tagesdosis bei einer Langzeitbehandlung betragt bei
Erwachsenen, nach einschleichender Dosierung, um 20 mg Valproinsaure pro
Kilogramm Korpergewicht. €%

Dariber  hinaus besitzt  Valproinsaure die Eigenschaft  eines
Histondeacetylaseinhibitors - sie hemmt spezifisch das Isoenzym HDAC 2.
Sowohl bei soliden Malignomen als auch bei Leukdmiezellen (einschlief3lich der
AML) konnte eine Caspase-abhangige wie auch Caspase-unabhéngige
antiproliferative Aktivitdt der Valproinsaure nachgewiesen werden, welche
zumindest teilweise der Histondeacetylasehemmung zugeschrieben
erd (68, 65, 58)

Diese Tatsachen macht sie, wie auch die Ubrigen Histondeacetylaseinhibitoren,

zum interessanten Gegenstand der Krebsforschung.
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Es gibt allerdings auch Hinweise, dass eine (antiepileptische) Therapie mit
Valproat selbst zu Leukamien (AML und ALL) fiihren kénnte. 2

Von den weiteren unerwiinschten Wirkungen von Valproat sind vor allem das
Auftreten einer passageren Thrombozyto- bzw. Leukopenie, eine zumeist
reversible Enzephalopathie, Alopezie und dosisunabhangige, teils schwere

Leberfunktionsstérungen sowie Teratogenitat zu nennen.

1.9 Weitere antiproliferative Substanzen

1.9.1 Daunorubicin

NH;

Abb. 1.16: Strukturformel von Daunorubicin (134)

Das Anthrazyklin Daunorubicin ist ein von den Aktinobakterien Streptomyces
peuceticus und Streptomyces coeruleorubidus produziertes Glykosid-Anti-
biotikum mit antineoplastischen Eigenschaften, welches in der Leukémie-
therapie (AML und ALL) als Zytostatikum verwendet wird.

Neben einer DNA-Interkalation beruht der Wirkmechanismus auf Inhibition der
Topoisomerase Il und der Bildung freier Radikale.

Die intravendse Einzeldosis in der AML-Therapie betragt zwischen 0,5 mg und
3 mg pro Kilogramm Kérpergewicht (entsprechend ca. 20 mg/m? bis 120 mg/m?
Kdrperoberflache), wodurch Plasmaspiegel bis 1 uM erreicht werden.
Unerwinschte Wirkungen sind unter anderem gastrointestinale Beschwerden,

Alopezie, Myelosuppression und Kardiotoxizitat. ¢ 3
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1.9.2 Tunicamycin

OH =0
L

Abb. 1.17: Strukturformel von Tunicamycin

(135)

Das seit langem experimentell genutzte Nukleosidantibiotikum Tunicamycin
wird unter anderem von dem Bakterium Streptomyces lysosuperficus
produziert und hemmt den ersten Schritt des Dolichol-Zyklus der
N-Glykoproteinbiosynthese durch Inhibition bakterieller und eukaryotischer
N-Acetylglukosamintransferasen.

Hierdurch wird eine N-glykosidische Proteinmodifikation verhindert und durch
eine konsekutive Proteinfehlfaltung ER-Stress ausgelost.

Des Weiteren bewirkt Tunicamycin den Zellzyklusarrest in der G1-Phase. (%1%
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1.10 Zielsetzung dieser Dissertation

Die aufgezeigte Relevanz des Proteasoms bei Entstehung und Verlauf unter
anderem  onkologischer  Erkrankungen legt dessen therapeutische
Einbeziehung nahe. Die Hemmung des Ubiquitin-Proteasom-Systems hat
insbesondere einen Effekt auf maligne, transformierte und proliferierende Zellen
- in Dosen, die von nicht-malignen Zellen in vivo gut toleriert werden. %% 20
Jedoch ist die Kklinische Wirksamkeit der Bortezomib-Monotherapie bei
Indikationen auf3erhalb von Myelom und Mantelzelllymphom unbefriedigend.

Es sollten daher neue molekular-basierte Kombinationstherapien auf der Basis
einer Proteasominhibition in vitro entwickelt werden. Die AML sollte dazu als
biologisch geeignete und klinisch relevante Modellerkrankung dienen. Diese
Kombinationstherapien sollten dabei mdglichst schon als zugelassene
Medikamente zur Verfigung stehen (auch fiur andere Indikationen), um eine
baldige Uberpriifung des Konzeptes in einer akademischen klinischen Studie

(Investigator Initiated Clinical Trial) zu erméglichen.

Gegenstand dieser Dissertation ist daher, synergistische zytotoxische Effekte
von Protease- und Proteasominhibitoren mit anderen Substanzgruppen und
insbesondere mit bereits als Medikament verfiigbaren Substanzen am Modell
einer AML-Zelllinie sowie bei priméaren AML-Blasten zu identifizieren und zu
charakterisieren.

Mit dem hier verwendeten innovativen Active Site Label DansylAhxsL3VS
(DALVS) sollte dabei erstmals die  Aktivitat der  einzelnen
Proteasomuntereinheiten in intakten AML-Zellen dargestellt und untersucht

werden. Dieses stellt ein zusatzliches Ziel meiner Dissertation dar.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Material
2.1.1 Zellen

THP-1

EL-4

primare
AML-Blasten

AML-Zellen aus dem peripheren Blut eines einjahrigen
mannlichen Patienten mit rezidivierter Akuter
Monozytenleukdmie (1978), Lysozym produzierend,
phagozytierend, Antigen-Expression: HLA A2, A9, B5,
DRwl, DRw2; tragt t(9;11)(p21;923), zum Fusionsgen
MLL-AF9 fihrend; durchschn. Verdopplungszeit 35 bis 50
Stunden; ATCC Nummer: TIB-202 20

Zelllinie, murine T-Zell-Lymphomzellen ©°-59)

Die Zellen wurden nach Genehmigung durch die
zustandige  Ethikkommission sowie Einholen eines
schriftlichen Einverstandnisses der Patienten (informed
consent) aus peripherem Blut mittels Ficoll-Dichte-
zentrifugation gewonnen und zu einer Reinheit von > 90%
angereichert;

Medizinische Klinik 1l, Eberhard Karls Universitat Tuibingen

2.1.2 Zellkulturmedium

RPMI 1640
FCS
Penicillin

Streptomycin

Gibco ®, Firma Invitrogen (Karlsruhe),
enthalt 2 mmol/l L-Glutamin, 25 nM HEPES
(N-(2-Hydroxyethyl)Piperazin-N-2-Ethan-Sulfonsaure),

Phenolrot

fetales Kalberserum, 10%, Gibco ®, Firma Invitrogen
(Karlsruhe), 30 Minuten hitzeinaktiviert bei 56 T
1.000 IU/ml Medium

0,1 mg / ml Medium



2.1.3 Einfriermedium

RPMI 1640 70%, s.o.
FCS fetales Kalberserum, 20% (hitzeinaktiviert)
DMSO Dimethylsulfoxid, 10%

2.1.4 Puffer, Losungen, Chemikalien

Ficoll ®

Polysaccharid (Saccharose und Epichlorhydrin)
zur Dichtegradientenzentrifugation,

Firma Amersham / GE Healthcare (Minchen)

2-fach-Lysepuffer (pH 7,4)

Tris-HCI
EDTA

Triton X-100

Labelpuffer

Roti-Nanoquant-
Arbeitslésung  ©

BSA-LOsung

TRIS

2-fach-RSB (Probenpuffer,

Tris

Glycerol

SDS
Mercaptoethanol
Bromphenolblau
Milli-Q © - H,0

10 mM
10 mM

2 %, Firma AppliChem (Darmstadt)

wie Lysepuffer (s.0.) aber ohne Triton X-100

Firma Roth (Karlsruhe)

bovine serum albumin, Albumin Fraktion V ®,
Firma Roth (Karlsruhe)

Trishydroxymethylaminomethan

pH 6,8)

0,125 M

20%

sodium dodecyl sulfate, 8%
40mM (280 ul ad 100 ml)
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SDS-Laemmli-Puffer ©
Tris Base

Glycin

SDS

4-fach Lower-Tris-Puffer
Tris-Base

Tris-HCI

SDS

4-fach Upper-Tris-Puffer
Tris/HCI

SDS

(pH 8,3)
60,6 g
283 ¢
209

(pH 8,8)

1,5M (= 181,71 g /1)
1,5M (=236,40g/1)
0,4%

(pH 6,8)

0,5 M (78,8 g Tris HCl/l od. 60,57 g Tris Base/ I)

0,4%

Full Range Rainbow ®© - Marker GE Healthcare (Miinchen)

MultiMark ©
Transferpuffer
Tris

Glycin
Methanol
SDS

PBS ,10-fach”
KCI

KH,PO,4

NaCl
Na;HPO4

PBS ,einfach”

Firma Invitrogen (Karlsruhe)
(pH 8,3)

12,5 mM (3,04 g/l)

192 mM (14,28 g/l)

20% (200 mi/l)

0,01%

phosphate buffered saline;
49

49

160 g

23¢9

200 ml 10-fach PBS auf 2| mit Milli-Q



PBST
PBS
Tween ® 20

Roti-Block ©

Farbstofflosung
Ponceau S
Essigsaure

Vectastain © Elite

ECL-Lésung ©

- Losung |
Luminol
p-Coumarsaure
Tris-HCI

- Losung |l
Tris-HCI

phosphate buffered saline Tween
»1-fach*

Polysorbat-20, 0,1%

proteinfreie Blockierungslésung,

Firma Roth (Karlsruhe)

0,2 %

5%

HRP (horse raddish peroxydase, Meerrettich-
Peroxidase) und Streptavidin,

Firma Vector Labs (Burlingame, USA)
~enhanced chemiluminescence”,

Amersham Biosci. / GEHealthcare (Minchen)
50 %

2,5 mM

0,4 mM

100 mM , pH 8,5

50 %
100 mM, pH 8,5

CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay

MTS

PES

Firma Promega (Mannheim)
3-(4,5-Dimethylthiozol-2-yl)-5-(3-carboxymeth-
oxyphenyl)-2-(4-sulfo-phenyl)-2H-tetrazoliumsalz

Phenazin-Ethosulfat
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2.1.5 Inhibitoren (siehe auch Einleitung, Kapite 11.7 und 1.8)

Ritonavir

Bortezomib

AdaAhx sLsVS (ALVS)

Ad aK(bio)Ahx 3L3VS
(BioALVS)

DansylAhx 3L3VS
(DALVS)

HIV-Proteaseinhibitor,

Norvir ®, Abbott Lab. Ltd. (Chicago, USA);
Thiazol-5-yImethyl{(aS)-a[(1S,3S)-1-Hydroxy-3-
((2S)-2-{3-[(2-1sopropylthiazol-4-yl)Methyl]-3-
Methylureido}-3-Methylbutyramido)-4-Phenyl-
Butyllphenethyl}-Carbamat;

C37H4sNsO05S,; Molekulargew.(MG): 720,95 g/mol
Proteasominhibitor, Velcade ©,

Firma Janssen-Cilag (Neuss),
N-[(1S)-1-Benzyl-2-{[(1R)-1-(Dihydroxyboranyl)-
3-Methylbutyllamino}-2-Oxoethyl]pyrazin-
Carboxamid; C19H25BN4O4; MG: 384,24 g/mol
Proteasominhibitor,
Adamantan-Acetyl-1-Amino-6-Hexanoyl-
Carboxy-Benzyl-Leucyl-Leucyl-Leucin-
Vinylsulfon; CsoHggNeOsS; MG: 932,6 g/mol
Calbiochem ©, Firma Merck (Darmstadt)
Proteasominhibitor, biotinyliertes AdaAhxsL3VS
Calbiochem ©, Firma Merck (Darmstadt)
zellpermeabler Proteasominhibitor,
AdaAhxsL3VS mit Dansylsulfonamidohexanoyl-
Hapten, freundlicherweise zur Verf. gestellt von

Labor M.Verdoes, H.Overkleeft (Leiden,NL) ™V



NLVS

Natriumvalproat

HDACI |

HDACI Il

Daunorubicin
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Proteasominhibitor,

(NIP [4-Hydroxyl-5-lodo-3-Nitr ophenylacetat] -
Leucyl-Leucyl-Leucin-Vinylsulfon);
C2gH43IN4OgS; MG: 722,6 g/mol,

Calbiochem © , Firma Merck (Darmstadt)
Histondeacetylaseinhibitor, Antikonvulsivum,
Orfiril ®, Firma Desitin (Hamburg),
2-Propylpentansaure;

C8H15Na02, MG: 166,2 g/mol
Histondeacetylaseinhibitor I,

(MS-(27-)275, Entinostat, SNDX-275),
N-(2-Aminophenyl)-4-[N-(Pyridin-
3-yImethoxycarbonyl)aminomethyllbenzamide;
C21H20N4 O3,

Calbiochem ®, Firma Merck (Darmstadt)
Histondeacetylaseinhibitor I, (CBHA),
m-Carboxycinnamic Acid bis-Hydroxamide;
C10H10N204, Calbiochem, Fa. Merck (Darmstadt)
Anthrazyklin-Zytostatikum,
(1S,3S)-3-Acetyl-3,5,12-Trihydroxy-
10(Methyloxy)-6,11-Dioxo-1,2,3,4,6,11-
Hexahydrotetracen-1-yl-3-Amino-2,3,6-Trideoxy-
a-L-Lyxo-Hexopyranosid;

C27H29NO10; MG: 527,52 g/mol, Fa.Pfizer (Berlin)



Tunicamycin

2.1.6 Antikorper

Anti- Dansyl Rabbit

Anti-Rabbit-Biotin

Anti-CHOP (Gadd 153)

Anti-BiP (Grp78)

Anti-PDI rabbit
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Nukleosidantibiotikum, ER-Stress-Induktor,
3-Acetamido-4,5-Dihydroxy-6-(Hydroxymethyl)-
oxan-2-ylloxy-6-[2-[(2R,3S,4R,5R)-5-(2,4-
Dioxopyrimidin-1-yl)-
3,4-Dihydroxyoxolan-2-yl]-2-Hydroxyethyl]-4,5-
Dihydroxyoxan-3-yl]-5-Methylhex-2-Enamid,;
C39Hgs4N4O16 ; 840,0 g/mol,

Firma biomol (Hamburg)

Dansyl-Sulfonamidohexanoyl-spezifischer
polyklonaler Antikorper;

Molecular Probes ©, Firma Invitrogen (Karlsruhe)
Meerrettichperoxidase-gekoppelter sekund. AK
Fa. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
Fa. Santa Cruz Biotechnology (Santa Cruz, USA)
Firma Becton Dickinson (Heidelberg)

freundlicherweise zur Verfligung gestellt von
H. Ploegh (MIT, Boston, USA)
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2.2 Methoden

2.2.1 Isolierung von Patientenzellen

Mit Hilfe der Ficoll ® -Hypaque-Dichtezentrifugation wurden AML-Blasten aus
dem peripheren Vollblut von Patienten mit Akuter Myeloischer Leukéamie isoliert.
Das Lymphozytenseparationsmedium Ficoll ® hat die gleiche Dichte wie
menschliche Lympho- und Monozyten (¢ = 1,077), wodurch sich diese bei der
Zentrifugation in Form eines weil3en Ringes (buffy coat) anreichern. Oberhalb
dieser Interphase befinden sich Plasma und Thrombozyten, unterhalb
Granulozyten und schliel3lich Erythrozyten. Zur Separation der Blasten wurde
eine ca. 50 ml umfassende Blutprobe auf zwei 50 ml-Falcons © verteilt und mit
sterilem PBS (Raumtemperatur) auf 50 ml aufgefllt. Pro Falcon ® mit jeweils
20 ml Ficoll ® (insgesamt vier Stiick) wurden langsam 25 ml der verdiinnten
Blutprobe uberschichtet. Das Ganze wurde nun fir 20 Minuten bei 2.000 rpm
ungebremst zentrifugiert. Die Interphase mit den Blasten wurde abgenommen
und auf vier neue Falcons © verteilt wurde. AnschlieBend folgten mindestens
zwei Waschgange mit 50 ml bzw. 10 ml kaltem PBS und Zentrifugation
(gebremst) bei 1.200 rpm Uber sechs Minuten.

Im Falle der gleichzeitigen Bearbeitung von Blutproben verschiedener Patienten
wurden diese nie gemischt und separate serologische Pipetten verwendet.

Die nun isolierten AML-Blasten konnten in Kultur genommen oder eingefroren

werden (siehe unten).

2.2.2 Zellkulturen

2.2.2.1 Kultivierung der Zellen

Sowohl die Patientenzellen also auch die THP-1- und EL-4-Zellen wurden in
durch fetales Kalberserum und Penicillin-Streptomycin erganztem RPMI 1640 ©
als Suspension kultiviert. Die Lagerung erfolgte bei 37 €T in Kulturflaschen mit
einer Bodenflache von 75 bis 175 cm? in einem mit 95% Luft und 5% CO,
begasten Brutschrank. Eine Zelldichte von mehr als 10° Zellen/ml wurde nicht

Uberschritten. Bei Bedarf wurden die Zellen bei 800 rpm fiur 8 Minuten
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zentrifugiert und pelletiert, woraufhin sie resuspendiert auf neue Kulturflaschen

verteilt oder zum Zweck der Kryokonservierung weiterbehandelt wurden.

2.2.2.2 Kryokonservierung der Zellen

Uberschiissige Zellen wurden fur die Gefrierkonservierung in Aliquots zu
ca. 107 Zellen/ml fir 5 Minuten bei 800 rpm und 4 pell etiert, dann mit jeweils
0,5 ml eisgekihltem Einfriermedium in Kryor6hrchen resuspendiert und
zunachst tUber 48h in einem -70C kaltem Isopropanol bad gelagert. Danach
wurden die Rohrchen in Flissigstickstoff bei -196 T tiefgefroren.

Das in dem Einfriermedium enthaltene DMSO ist ein wasserfreies
Ldosungsmittel und verhindert die Kristallisation der Zelllésung. Aufgrund seiner
Zellmembran schadigenden Wirkung erfolgte die Vorbereitung auf die
Kryokonservierung unter permanenter Kihlung.

Zur Rekultivierung kryokonservierter Zellen wurden diese noch in den
Kryoréhrchen in einem 37C warmen Wasserbad angetau t, bis die Pellets in

5 ml ebenfalls 37C messendes Medium RPMI 1640 ® gegeben werden
konnten. Nach einer achtminitigen Zentrifugation bei 800 rpm wurde der
resultierende Uberstand abgesaugt, die Zellen mit wenig Medium resuspendiert
und in kleine oder mittlere mit Medium gefillte Kulturflaschen (25 bzw. 75 cm?
Bodenflache) Uberfuhrt. Zunachst sollten die Zellen relativ dicht wachsen, bis

sie unter den oben beschriebenen Bedingungen weiterkultiviert wurden.

2.2.2.3 Tiefklhlung der Zellen

Zur Konservierung der Zellen fur spatere Zelllysate wurden die entsprechenden
Pellets nach der unter Kapitel 2.2.2.1 beschriebenen Zentrifugation mit PBS in
50-ml-Falcons ® gewaschen, mit 1 ml PBS resuspendiert und in einer Kiihl-
zentrifuge (5C) bei 2.000 rpm fur drei Minuten pel letiert. Nach Abnahme des
Uberstandes wurden die Zellpellets in Fliissigstickstoff schockgefroren und bei
-20C tiefgefroren. Der Auftauvorgang war der gleic he wie oben beschrieben.
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2.2.2.4 Wachstumskontrolle und Zellzahlbestimmun g

Die Vitalitat der Zellen wurde unter dem Mikroskop (gegebenenfalls nach
Anfarbung mit Trypanblau im Volumenverhaltnis 1:1 mit der Zellsuspension)
anhand der runden Form, einer nur geringfligigen Granulation und einem hellen
Randsaum beurteilt.

Neben der durch Phenolrot bedingten gelblichen Farbung des Mediums bei
Abnahme des pH-Wertes war die Dichte des Zellwachstums ausschlaggebend
fur die Erneuerung des Nahrmediums.

Die Zellzahl wurde anhand von 10 ul der mit Trypanblau gefarbten Suspension
in einer Neubauer-Zahlkammer ermittelt. Das Doppelte der mittleren Zellzahl
innerhalb eines GroRquadrates mit 10* multipliziert entspricht dabei der Anzahl
der Zellen pro Milliliter Zellsuspension. Die maximale Dichte sollte 1 x 10°

Zellen/ml nicht Uberschreiten.

2.2.3 Proliferationstest und dessen Auswertung

Um die Auswirkung der zu testenden Stoffe auf das Wachstumsverhalten der
THP-1- bzw. Patientenzellen zu beobachten, wurden diese zusammen mit den
entsprechenden Konzentrationen verschiedener Inhibitoren (siehe Kapitel 3,
.Ergebnisse”) kultiviert. Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurde die
jeweilige Zellproliferation mithilfe des CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assays (Firma Promega) gemessen.

Als Kontrolle dienten das Medium RPMI 1640 ®, die Zellldsungen mit DMSO
sowie die reinen Zellsuspensionen.

Bei dem genannten Assay handelt es sich um ein kolorimetrisches Verfahren,
welches als Reagenz eine Losung aus MTS und PES (s.0.) verwendet. Wird
das MTS chemisch reduziert, entsteht das farbige Formazan, dessen Menge,
indirekt gemessen anhand der Absorption bei einer Wellenlange von 492 nm,
direkt proportional zu der Menge der lebenden Zellen in der getesteten Probe
ist. Das in der Reagenzlosung enthaltene PES dient als stabilisierender
Elektronenfanger. Es wird angenommen, dass fur die MTS-Reduktion die von

den metabolisch aktiven Zellen gebildeten Reduktionsaquivalente NADPH oder
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NADH verantwortlich sind. Bei starkerem Zellwachstum sind somit hohere
Absorptionswerte zu beobachten.

Die Proben befanden sich in transparenten 96-Well-Mikrotiterplatten, deren
N&apfe jeweils in dreifacher Ausfihrung die zu testenden Inhibitoren mit jeweils
5.000 Zellen (Patientenzellen: 50.000) bzw. die Kontrollen enthielten. Die
Testlésungen hatten je ein Volumen von 100 pl.

Nach Ablauf der entsprechenden Inkubationszeit in einem Brutschrank (37 <,
95% Luft, 5% CO,) wurde jedem Well 20 pl der MTS-/PES-L6sung zugegeben,
eine weitere Stunde bei 37 T inkubiert und die Ab sorption des entstandenen

Formazans bei 492 nm in einem Tecan Spectrafluor ®

Photospektrometer
gemessen. %9

Die statistische Beurteilung ausgewahlter Kombinationsversuche hinsichtlich
des antiproliferativen Effektes zweier gleichzeitig verabreichter Inhibitoren
unterschiedlicher Dosierungen erfolgte mithilfe normalisierter Isobologramme
nach Chou.®® Anhand des hierbei ermittelten und grafisch dargestellten
combination index (Cl) kann eine Aussage uber eine synergistische (Cl < 1),
eine additive (CI = 1, Isobole als punktierte Linie dargestellt) bzw. eine
antagonistische Wirkung (CI > 1) der jeweiligen Inhibitor-Kombination getroffen

werden.

2.2.4 Erstellen einer BSA-Eichgerade

Fur die unten beschriebene Bestimmung des Proteingehaltes eines Zelllysates
ist zunachst die Erstellung einer Eichgerade notwendig. Hierfir wurden pro

® sowie in

Mikrotiterplatten-Napf 200 pl Roti-Nanoquant Arbeitslosung
aufsteigendem Volumen (0, 1, 3, 5, 7 und 10 pul) eine BSA-L6sung (bovine
serum albumin) mit bekannter Proteinkonzentration pipettiert. Diese Ldsung
wurde mit deionisiertem Wasser (Milli-Q ®) auf 250 pl aufgefiillt, woraufhin aus
den bei 590 und 450 nm gemessenen Absorptionswerten die Eichgerade

ermittelt werden konnte.
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2.2.5 Lysierung der Zellen und Proteinbestimmung

(modifiziert nach Bradford)

Um den Proteingehalt der Zellen messen und die weiter unten beschriebenen
Tests mit ihnen durchfiihren zu kénnen, wurde ein Teil Zellsuspension (10 ml)
als mehrfache Proben dber finf Minuten bei 1.000 rpm zentrifugiert, der
Uberstand abgesaugt und das Pellet in PBS resuspendiert. Die neu
entstandene Suspension wurde daraufhin fur drei Minuten bei 2.000 rpm in
einer Kuhlzentrifuge (5 <€) pelletiert, und der Uberstand wiederum
abgenommen. Das Pellet (bestehend aus den Zellmembranen und -trimmern)
wurde nun mit 2-fach-Lysepuffer etwa gleichen Volumens suspendiert. Das
enthaltene EDTA hemmt die Serin-Proteasen, wahrend Triton X-100 als
Detergenz die eigentliche Lyse der Zellen bewirkt. Das Ganze wurde nach
dreiBigmindtiger Kihlung auf Eis fir zehn Minuten bei 13.000 Umdrehungen
zentrifugiert (5 €). 1 ul des Uberstandes (somit des Zelllysates) wurden
daraufhin zu 200 pl Roti-Nanoquant Arbeitslésung ©® in eine transparente
Mikrotiterplatte gegeben. Dazu kamen 49 ul deionisiertes Wasser. Um den
Proteingehalt der Suspension zu bestimmen, wurde Kkolorimetrisch die
Absorption bei Wellenlangen von 590 nm und 450 nm gemessen. Der Mittelwert
bei 590 nm (x) dividiert durch jenen bei 450 nm (y) ergibt den Quotienten z,
welcher gemald der mit den Zellen erstellten Eichkurve der zu ermittelnden
Menge Protein in Mikrogramm pro Mikroliter (ug/ul) Zellsuspension entspricht.

Bei Bedarf kann das so gewonnene Gesamtzelllysat nach vorherigem

Schockgefrieren mit Flissigstickstoff bei -20 T ei ngefroren werden.
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2.2.6 Aktivitatsmarkierung der Proteasomunterein heiten
(Active Site Label) / SDS-Gelelektrophorese

2.2.6.1 Active Site Label intakter Zellen mittels DALVS

Um das Proteasom in den lebenden Zellen zu inhibieren wurden jeweils

ca. 5 x 10° Zellen in 1 ml Medium suspendiert und Proben ohne Inhibitor (nur
mit 0,8 pl DMSO), mit subeffektiver, grenzwertig niedriger und starker Inhibitor-
Konzentration hergestellt. Die Kontrollprobe ohne Wirkstoff wurde ca. 20
Minuten lang gekocht (95 <); die anderen Proben fir 48 Stunden im
Brutschrank inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen resuspendiert, in
Eppendorfgefal3e Uberfiihrt und fur vier Minuten bei 2.000 rpm zentrifugiert. Das
entstandene Pellet wurde in 100 yl Medium aufgenommen, zu denen 1 ul einer
100 pM DansylAhxsL3VS-Losung (DALVS) pipettiert wurden, sodass eine
Zellsuspension mit 1 yM DALVS entstand. Diese wurde eine Stunde lang im
Brutschrank inkubiert und dann bei 2.000 rpm Uber 4 Minuten zentrifugiert. Das
Zellpellet wurde nun schockgefroren und bei -20 T gelagert oder, wie oben
beschrieben, gleich lysiert. Darauf folgte eine SDS-PAGE sowie ein Western
Blot (s.u.).

2.2.6.2 Active Site Label lysierter Zellen mittels BioALVS

Eppendorfgefalle wurden zundchst mit Labelpuffer beflllt. Hinzu kam das
jeweilige Gesamtzelllysat mit der héchsten verwendeten Proteinkonzentration
(90 ug Protein) ohne Inhibitor, als Kontrolle lediglich mit 0,8 yl DMSO, welches
auch Bestandteil der Inhibitor-Verdinnungslosungen ist. Die entstandene
Suspension wurde daraufhin 15 Minuten lang abgekocht und anschliel3end

fur eine Minute bei 13.000 rpm zentrifugiert. Eine Zellprobe mit 50 uM NLVS
diente als Positivkontrolle.

Fur die wirkstoffhaltigen Proben wurden 30 ul Labelpuffer in Eppendorfgefalie
vorgelegt und dann Gesamtzelllysat mit dem gewiinschten Proteingehalt sowie
die zu untersuchenden Inhibitorkonzentrationen (niedrige, grenzwertig

wirksame und hohe Konzentration) hinzupipettiert.



Hinzu kamen jeweils 0,8 pl einer 100 pM-Losung von AdaK(bio)AhxsL3VS
(BioALVS), dessen Biotin-Bestandteil das aktive Zentrum der Proteasom-
untereinheiten bindet. Diese Suspension wurde nun fir eine Stunde bei 37 T
inkubiert.

Dann kamen je Eppendorfgefald 18 pl 6-fach RSB (= Probenpuffer) hinzu, das
die Proteine l6st, wahrend SDS als Detergenz wirkt, indem es mit seinem
Fettsaureanteil an die hydrophoben Bezirke der Proteine bindet, welche sich
folglich entfalten, wodurch keine Wechselwirkungen zwischen diesen und
anderen Proteinen bzw. Lipiden mehr entstehen kdnnen.

Zur Denaturierung wurde die Losung nun fir acht bis zehn Minuten bei 95 €
abgekocht. Schlie3lich fand eine Zentrifugation fur eine Minute bei 13.000 rpm
(ungeklhlt) statt. Nun kénnen die Proben wie unten beschrieben auf das

Elektrophorese-Gel gegeben oder alternativ bei - 20 T gelagert werden.

2.2.6.3 SDS-PAGE (Polyacrylamid-Gelelektrophores e), modif. n. Laemmli

Zur Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde nach der
jeweiligen Aktivitatsmarkierung (DALVS oder BioALVS) eine Gelelektrophorese
unter Verwendung von Fertig-Gelen (Firma Serva, Heidelberg) durchgefihrt.

Neben dem Molekulargewichtsmarker (MultiMark ®) wurden die Proben bzw.
Kontrollen in die Gel-Bahnen pipettiert. Als Pufferlésung wurde 1-fach-SDS-
Laemmli-Puffer verwendet. Die Apparatur lief daraufhin tGber Nacht bei einer

konstanten Stromspannung von 60 V.

2.2.6.4 Transfer und Blotting

Nach Abnahme des Gels wurde dieses fur ca. 30 Minuten in Transferpuffer
schwenkend aquilibriert. Wahrenddessen wurde eine gré3enangepasste PVDF-
Blot-Membran fir drei Minuten in Methanol aktiviert, finf Minuten lang in
deionisiertes Wasser gelegt und anschlielend ebenfalls in Transferpuffer
aquilibriert. Anschliel3end wurde das Gel zusammen mit der Membran zwischen
zwei zuvor in Transferpuffer eingeweichten Whatman-Papieren und
Schwammen in einen Blot-Rahmen gespannt. Der Proteintransfer fand tber

150 Minuten in einem Kuhlraum (4 <C) bei einer kons tanten Stromstarke von
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450 mA statt. Nach einem kurzen Abspilen mit deionisiertem Wasser wurde die
trockene Membran bei Bedarf kihl (4 ) gelagert oder weiter fir die
Chemilumineszenz vorbereitet. Zur Darstellung der transferierten Proteine kann
sie mit einer Ponceau-S-Farbeldsung fur ca. fiunf Minuten geféarbt werden. Der
Farbstoff muss anschliel3end fur ca. eine halbe Stunde in einem Bad mit 50 mM
Tris und 150 mM NaCl (pH 8,0) entfernt werden. Zu diesem Zweck wurde die
Membran nach einer grindlichen Spilung und zweimaligem fanfminttigem
Schwenken mit PBST in ein Roti-Block ® - Bad (10% Roti-Block ® in PBST)
gelegt und im Kuhlraum bei 4 T Uber Nacht schwenke nd geblockt. Dies ist
notwendig, um unspezifische Antikorperbindungen zu verhindern.

Mithilfe eines Dansyl-Sulfonamidohexanoyl-spezifischen polyklonalen
Antikorpers (Anti-Dansyl (Rabbit) 1:2.000, eine Stunde in Roti-Block © bei
Raumtemperatur  inkubiert),  einem Meerrettichperoxidase-gekoppelten
sekundaren Antikorper (Anti-Rabbit-Biotin 1:5.000, 45 Minuten Inkubation bei
Raumtemperatur) sowie einem  nachgeschalteten  Verstarkersystem
(Streptavidin-gekoppelte Meerrettich-Peroxidase, Vectastain ®, eine Stunde bei
Raumtemperatur) wurde ein Western Blot angefertigt, welcher die katalytischen
Proteasomuntereinheiten sichtbar machte.

Im Falle der Aktivitatsmarkierung mit BioALVS entfallt hingegen der erste
Antikorper, da das Vectastain ® direkt an dem Biotinrest bindet.

Es folgte die anschliel3ende Darstellung der Proteine mittels Chemilumineszenz

wie unten beschrieben.

2.2.6.5 Chemilumineszenz

Nachdem die Membran blockiert wurde, folgte ein sorgfaltiges Spulen mit PBST
(dreimaliges kurzes Abspilen, dreimal finfmindtiges Schwenken). Dann wurde
die Membran in ein Vectastain ®-Bad Uberfithrt und dort eine Stunde lang
geschwenkt. Vectastain ® beinhaltet neben Streptavidin eine Meerrettich-
Peroxidase, die zusammen mit Avidin eine vernetzte dreidimensionale Struktur

ausbildet, wodurch das Chemilumineszenz-Signal und damit die Protein-
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Detektions-Sensitivitat erhoht wird. Darauf folgte erneut ein mehrfaches Spulen
und dreimal 15 Minuten Schwenken in PBST.

Die licht- und temperaturempfindliche ECL-L6sung wurde nun aus zwei Einzel-
Lésungen des ECL Plus ®-Kits hergestellt, die Membran fiir eine Minute in ihr
gebadet und dann mit der Substratseite nach oben in eine Filmkassette mit
ECL-sensitivem Film eingelegt. Die geblotteten Proteine wurden nun in einer

Entwicklermaschine auf dem Film sichtbar gemacht.

Nach der Detektion der aktiven Proteasomuntereinheiten kdnnen noch weitere
Proteine auf diesem oder auch einem neuen Blot dargestellt werden.

Mittels Antikorpern gegen die UPR-assoziierten Proteine CHOP (Gadd 153),
BiP (Grp78) und PDI prifte ich die Auswirkung der Inhibitoren Bortezomib und
Ritonavir auf das Endoplasmatische Retikulum. Der Nachweis der genannten
Proteine mittels Western Blot spiegelt ER-Stress wider. %
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3 ERGEBNISSE

Ziel der hier beschriebenen Versuche war, den Einfluss verschiedener Wirk-
stoffe auf die Proliferation der untersuchten Zellen (monozytare THP-1- bzw.
Patientenzellen, Kontrollzellen) zu erfassen, sowie anhand spezieller Methoden
Aussagen Uber den jeweiligen Wirkmechanismus treffen zu kénnen.

Die im Kapitel ,Material und Methoden“ beschriebene CellTiter-Methode
(,CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay*) erwies sich als
zu diesem Zweck gut geeignet, was sich in der hierflr angefertigten Eichkurve
(Abb. 3.1) widerspiegelt. Der Effekt unterschiedlicher Wirkstoffkonzentrationen
wurde nach unterschiedlichen Inkubationszeiten in Beziehung zur Kontrollprobe
(THP-1- bzw. Patientenzellen in Medium mit DMSO ohne Zugabe eines
Inhibitors) gesetzt. Jede Wirkstoffkonzentration bzw. Kontrolle wurde pro
Versuch dreifach getestet, indem jeweils drei Wells der Mikrotiterplatten
identisch bestickt wurden. Die Anzahl der dariber hinaus separat
durchgefiihrten Versuche wird weiter unten als n=x angegeben.

Eine vollstandige Wirkung zeigte sich nach 48 Stunden Inkubationszeit,
weshalb diese fur die unten aufgefihrten Kombinationsversuche gewahlt
wurde. Zudem empfiehlt auch das Protokoll des ,CellTiter 96 ® AQueous One
Solution Cell Proliferation Assays" Inkubationszeiten von 48 bis 72 Stunden.

Um auf der Proliferationshemmung aufbauend genauere Aussage uber den
Wirkmechanismus bzw. die Zielstrukturen der Substanzen treffen zu kdnnen,
bedurfte es Methoden zur Abbildung der Effekte auf Proteinebene:

Dank des innovativen Active Site Labelling mittels Anti-DALVS Western Blots
war es erstmals moglich, semiquantitativ die Aktivitat der jeweiligen
Proteasomuntereinheiten in lebenden Zellen darzustellen.

Die vergleichend hinzugezogenen Western Blots gegen nicht-zellpermeables
biotinyliertes BioALVS stellen die Proteasomuntereinheiten in lysierten Zellen
dar. Da sowohl der Substanz Ritonavir als auch Bortezomib eine Induktion von
zur Apoptose fihrendem ER-Stress zugeschrieben worden war (siehe Kapitel
~Einleitung®), griff ich zu dessen Darstellung auf Western Blots gegen die UPR-

assoziierten Proteine BiP, CHOP und PDI zurick.
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3.1 Eichkurve

Der Anteil metabolisch aktiver und damit vitaler Zellen in der Zellkultur wurde
mittels MTS-Assay gemessen.

Zunachst wurde dazu eine Eichkurve erstellt, welche ein lineares Verhaltnis
zwischen Zellzahl pro Well und photometrisch gemessener Absorption zeigt.

In den weiter unten aufgefihrten Versuchsreihen wurden pro Well 5.000 Zellen
der AML-Zelllinie THP-1 verwendet, da hier ein optimales Wachstum zu
beobachten war und diese Anzahl dariber hinaus dem Protokoll des
verwendeten ,CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assays*

entspricht.

Eichkurve THP-1
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Abb. 3.1: Eichkurve zur Darstellung des Verhaltniss  es Absorptionsrate zu Zellzahl/  pl.
Die jeweilig angegebene Anzahl von THP-1-Zellen wurde gemalR den Herstellerangaben im
,CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay” eingesetzt und die Absorption

des entstehenden Farbstoffes Formazan bei 492 nm photometrisch bestimmt.
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3.2 Einzelversuche zur Zellproliferation unter B ortezomib bzw. Ritonavir

3.2.1 Bortezomib

3.2.1.1 CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
zur Darstellung der antiproliferativ. en Wirkung

von Bortezomib auf THP-1-Zellen

Der Proteasominhibitor Bortezomib wurde in Konzentrationen zwischen 5 nM
und 50 nM getestet. In der klinischen Anwendung werden Plasmaspiegel von
10 nM bis 20 nM erreicht.

Bortezomib reduzierte die Proliferation nach 12 Stunden Inkubationszeit in einer
Konzentration von 5 nM auf 93,84 % und in einer Konzentration von 50 nM auf
70,75 %.

Wahrend sich unter 5 nM Bortezomib die Proliferationsrate nach 24 Stunden bei
diesem Versuch noch auf 95,01 % belief, fiel diese bei 50 nM auf 43,35 % ab.
Nach 48 Stunden zeigten sich Proliferationswerte von 88,53 % (5 nM) bis

32,47 % (50 nM Bortezomib).

Die 72-stindige Inkubation mit Bortezomib fiihrte zu einer Proliferations-
minderung auf 49,07 % in der 5 nM L6sung bzw. auf 24,84 % in einer 50 nM
Ldsung dieses Inhibitors.
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Tabelle 3.1: Einfluss von Bortezomib auf die Prolif  eration der THP-1-Zellen
(Mittelwerte; 24 und 48 h Inkubation: n = 4, 12 und 72 Stunden: n = 1):

Bortezomib | 0 nM 5nM 10 nM 20nM | 30nM | 50nM
IankTJbati on 100% | 93,84% | 83,07% | 83,34% | 79,78% | 70,75%
I2n4krl]1bation 100% | 95,01% | 78,80% | 66,31% | 61,41% | 43,35%
I4n8k3bation 100% | 88,53% | 73,16% | 66,90% | 53,04% | 32,47%
72 h

Inkubation 100% | 49,07% | 45,72% | 38,81% | 37,09% | 24,84%

Tabelle 3.2: Standardabweichungen der gleichen Vers  uchsreihe (n=4)

Bortezomib 5nM 10 nM 20 nM 30 nM 50 nM
24h . 16,61% 7,83% 6,86% 10,21% 10,62%
Inkubation
48 h . 24.37% 17,93% 14,03% 2,10% 8,65%
Inkubation
Zellproliferation THP-1 unter Bortezomib
100%
90%
80%
5 ggz) —*—12h Inkubation
< 0 = '
JT_) 50% 24h Inkubat?on
= 40% —a— 48h Inkubation
T 30% ——72h Inkubation
20%
10% -
O% I I I I I
OnM 5nM 10 nM 20 nM 30 nM 50 nM
Konzentration Bortezomib

Abb. 3.2: Einfluss von Bortezomib auf die Prolifera  tion der THP-1-Zellen.

THP-1-Zellen wurden Uber unterschiedlich lange Inkubationszeiten ansteigenden
Konzentrationen von Bortezomib ausgesetzt (siehe Legende). Wie im Abschnitt ,Material und
Methoden* beschrieben, wurde anhand der photometrisch gemessenen Absorptionswerte
mithilfe des MTS-Assays ,CellTiter 96 ©® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay* die
Proliferation im Verhaltnis zur Kontrolle ohne Inhibitor bestimmt.

Bortezomib hemmte in steigender Konzentration zunehmend die Proliferation der THP-1-Zellen.
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3.2.1.2 Darstellung der aktiven Proteasomunterei  nheiten
in lebenden THP-1-Zellen mittels DAL VS

Das Active Site Labelling mittels Western Blot gegen DALVS (DansylAhxsL3VS)
diente hier zur Darstellung der Aktivitat der katalytischen B-Untereinheiten des
Proteasoms der THP-1-Zellen unter 48-stiindiger Bortezomib-Einwirkung in
steigenden Konzentrationen. Ab einer Bortezomib-Konzentration von 20 nM fallt
eine verminderte Aktivitat der B1(i)- / B5(i))-Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht um 20 kDa auf. Unter Einwirkung von 50 nM Bortezomib
waren diese Untereinheiten vollstindig gehemmt. Die B2-Untereinheiten

wurden durch Bortezomib nicht inhibiert.

THP-1 EL-4

%

kDa o @2
30 - EESpp— = - e LY
-— e e o TR B2 = e ~R2
— “BA()
20 - R5(0)
NLYS 0 g g 10 20 30 50 100 0OnM EL-4
50 LM

Abb. 3.3: Anti-DALVS Western Blot mit Bortezomib [n M].

Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4, Kontrollinhibi  tor: NLVS, 48 Stunden Inkubation
THP-1-Zellen wurden fur 48 Stunden den genannten Konzentrationen von Bortezomib
ausgesetzt. Wie im Kapitel ,Material und Methoden“ beschrieben, wurden daraufhin die
katalytischen Untereinheiten der intakten Zellen mittels DALVS markiert (Active Site Label) und
ein Western Blot gegen Anti-DALVS angefertigt.

Wie in den Western Blots mit Ritonavir wurden EL-4-Zellen als Kontrollzellen zur
Proteasomdarstellung verwendet.

Als Kontrollprobe diente erneut der Proteasominhibitor NLVS (50 puM) - eine vollstandige
Hemmung aller B-Untereinheiten ist sichtbar.

Es imponiert eine verminderte Aktivitat der B1(i)-/B5(i)-Untereinheiten mit einem
Molekulargewicht um 20 kDa ab einer Bortezomib-Konzentration von 20 nM. 50 nM Bortezomib
hemmten diese Untereinheiten vollstandig. Die p2-Untereinheiten wurden durch Bortezomib
nicht inhibiert.
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Abb. 3.4: Weiterer Anti-DALVS Western Blot mit Bort  ezomib [nM].

Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4, 48 Stunden Ink  ubation

In diesem DALVS-Western Blot zeigt sich erneut, dass Bortezomib selektiv die B1(i)- und B5(i)-
Untereinheiten inhibierte. Besonders deutlich wird dies ab einer Konzentration von 20 nM.

3.2.1.3 Darstellung der aktiven Proteasomunterei  nheiten
in lysierten THP-1-Zellen mittels Bi 0ALVS

Mithilfe  eines Western Blots gegen biotinyliertes  AdaAhxsL3VS
(AdaK(bio)AhxsL3VS) konnte die Wirkung von Bortezomib auf die katalytischen
B-Untereinheiten des Proteasoms lysierter THP-1-Zellen dargestellt werden.
Bortezomib hemmte selektiv die B1(i)- und B5(i)-Untereinheiten ab 10 nM.

Unter Einwirkung von 50 uM NLVS als Kontrolle waren diese Untereinheiten
ebenfalls inhibiert.
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Abb. 3.5: Anti-AdaK(bio)Ahx sL3VS (BioALVS) Western Blot mit Bortezomib [nM].

Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4, Kontrollinhibi ~ tor: NLVS, 48 Stunden Inkubation

Dieser Western Blot gegen biotinyliertes AdaAhxs;L3;VS (AdaK(bio)AhxsL3VS, siehe Kapitel
.Material und Methoden“) stellt die Wirkung von Bortezomib auf die katalytischen [-
Untereinheiten des Proteasoms lysierter THP-1-Zellen dar. Hier wird eine selektive Hemmung
der B1(i)- und B5(i)-Untereinheiten ab 10 nM deutlich. Die B2-Untereinheiten wurden durch
Bortezomib auch hier nicht inhibiert.

50 yuM NLVS hemmten als Kontrolle ebenfalls die $1(i)- und B5(i)-Untereinheiten.

Die murine Lymphom-Zellreihe EL-4 diente ohne Inhibitor wieder als Positivkontrolle - alle
Untereinheiten werden als kraftige Banden zwischen 20 und 30 kDa angezeigt.

3.2.1.4 Darstellung von Bortezomib-induziertem E =~ R-Stress

mittels Antikérpern

Bortezomib inhibiert die B1(i)- und B5(i)-Untereinheiten des Proteasoms. Um zu
verifizieren, ob durch Bortezomib wie vorbeschrieben dartber hinaus auch ER-
Stress induziert wird, wurde mittels Western Blot die Expression der ERAD-
/UPR-assoziierten Proteine CHOP und BiP unter Bortezomib bzw. (als positive
Kontrolle) Tunicamycin nach unterschiedlichen Inkubationszeiten dargestellit.

Bortezomib fuhrte ebenso wie Tunicamycin, bei langerer Inkubationszeit in

zunehmendem Male, zu ER-Stress in den THP-1-Zellen.
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Abb. 3.6: Anti-CHOP/-BiP Western Blot mit Bortezomi b u. Tunicamycin, zeitliche Kinetik.
Zellen: THP-1, Bort. = Bortezomib (20 nM), TM = Tun icamycin (6 pg/ml)

Wie im Kapitel ,Material und Methoden* beschrieben, wurde ein Western Blot gegen die UPR-
assoziierten Proteine CHOP und BiP durchgefihrt. Bortezomib fiihrte ebenso wie die
Kontrollsubstanz Tunicamycin mit zunehmender Inkubationszeit vermehrt zur Exprimierung von
CHOP und BiP als Hinweis auf ER-Stress.

3.2.2 Ritonavir

Es galt zu erfassen, inwiefern der eingangs vorgestellte HIV-Proteaseinhibitor

Ritonavir das Wachstum der monozytaren THP-1-Zellen beeinflusst.

3.2.2.1 CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
zur Darstellung der antiproliferativ. en Wirkung von Ritonavir
auf THP-1-Zellen

In dieser Versuchsreine wurde die Proliferation der THP-1-Zellen unter
Einwirkung von Ritonavir in Konzentrationen zwischen 5 yM und 50 uM
untersucht. In der klinischen Anwendung sind Plasmaspiegel zwischen 10 uyM
und 30 uM erreichbar.

Es zeigt sich, dass Ritonavir in steigender Konzentration zunehmend die
Proliferation der THP-1-Zellen hemmte.

Nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden betrug das Wachstum der THP-1-
Zellen bezogen auf die Kontrollprobe (nur Medium und DMSO) unter Einfluss
von 5 uyM Ritonavir 72,20 % und sank bis auf 13,58 % unter 50 uM ab.

Nach einer 24-stiindigen Inkubation mit 5 yM Ritonavir betrug die Proliferation
verglichen mit der Kontrolle 76,36 %, unter 50 yM Ritonavir 15,31 %.



55

Entsprechend fuhrte eine Inkubation mit 50 yM Ritonavir nach 48 Stunden zu
einer Proliferation von nur noch 7,45 % und nach 72 Stunden zu 3,70 %.

Tabelle 3.3: Einfluss von Ritonavir auf die Prolife ration der THP-1-Zellen
(Mittelwerte; 24 und 48 h Inkubation: n=4, 12 und 72 Stunden: n=1):

Ritonavir 0 uM 5 uM 10 uM 20 pM 30 uM 50 yM
12h
Inkubation

24 h
Inkubation

48 h
Inkubation

72 h
Inkubation | 100% | 88,00% | 76,50% | 57,96% | 45,86% 3,70%

100% | 72,20% | 73,31% | 54,02% | 38,07% 13,58%

100% | 76,36% | 68,29% | 58,77% | 55,41% 15,31%

100% | 73,09% | 64,83% | 51,80% | 33,98% 7,45%

Tabelle 3.4: Standardabweichungen der gleichen Vers  uchsreihe (n=4)

Ritonavir 5uM 10 pM 20 uyM 30 uM 50 uM
24 h
Inkubation

48 h
Inkubation

18,46% | 12,77% 7,01% | 12,36% | 11,07%

21,99% | 29,91% | 16,89% - 1,60%
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Zellproliferation THP-1 unter Ritonavir
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Abb. 3.7: Einfluss von Ritonavir auf die Proliferat  ion der THP-1-Zellen.

THP-1-Zellen wurden (Uber unterschiedlich lange Inkubationszeiten ansteigenden
Konzentrationen von Ritonavir ausgesetzt (siehe Legende). Wie im Abschnitt ,Material und
Methoden“ beschrieben, wurde anhand der photometrisch gemessenen Absorptionswerte
mithilfe des MTS-Assays ,CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay” die
Proliferation im Verhaltnis zur Kontrolle ohne Inhibitor bestimmt.

Ritonavir hemmte in steigender Konzentration zunehmend die Proliferation der THP-1-Zellen.

3.2.2.2 Darstellung der aktiven Proteasomunterei  nheiten
in lebenden THP-1-Zellen mittels DAL VS

Ritonavir hemmt, wie oben dargestellt, in zunehmender Konzentration das THP-
1-Zellwachstum. Zur Darstellung der aktiven Proteasomuntereinheiten der mit
Ritonavir behandelten intakten THP-1-Zellen wurde, wie in ,Material und
Methoden* beschrieben, nach 48-stindiger Inkubation mit steigenden Ritonavir-
Konzentrationen ein Active Site Labelling (Aktivitatsmarkierung der
katalytischen B-Untereinheiten) mittels Western Blot gegen die Dansylgruppe
von DALVS (DansylAhxsL3VS) angefertigt. Es zeigt sich bei keiner der
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verwendeten Konzentrationen bis 100 upM (die therapeutisch erreichbare
Konzentration betragt 30 uM) eine Hemmung der (3-Untereinheiten.
Wie in Abb. 3.9 zu sehen ist, fihrte die Inkubation mit niedrigen Ritonavir-

Dosen (2 und 5 uM) vielmehr zu einer gesteigerten Proteasomaktivitat.
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Abb. 3.8: Anti-DALVS Western Blot mit Ritonavir[  uM], Zellen: THP-1,

48 Stunden Inkubation

Wie im Kapitel ,Material und Methoden* beschrieben, wurden THP-1-Zellen fur 48 Stunden den
genannten Konzentrationen von Ritonavir ausgesetzt, daraufhin wurden die katalytischen
Untereinheiten der intakten Zellen mittels DALVS markiert und ein Western Blot gegen Anti-
DALVS angefertigt.

Als Kontrolle ohne Inhibitor diente hier die murine Lymphom-Zelireihe EL-4, welche in unserem
Labor sowie von Kessler et al. hinsichtlich der Darstellung der B-Untereinheiten untersucht
worden war und sowohl das konstitutive als auch das Immunoproteasom exprimiert.

Es ist zu sehen, dass Ritonavir in keiner der verwendeten Konzentrationen bis 100 yM

eine Hemmung der B-Untereinheiten bewirkt.
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Abb. 3.9: Weiterer Anti-DALVS Western Blot von THP-
48 Stunden Inkubation

1-Zellen unter Ritonavir-Einfluss.
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Auch bei einer Konzentration von 100 uM, welche weit Uber der therapeutisch erreichbaren von
30 uM liegt, hemmte Ritonavir nicht die katalytischen p-Untereinheiten des Proteasoms.
In niedrigen Dosierungen (2 und 5 uM) zeigt sich vielmehr eine gesteigerte Proteasomaktivitat.
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3.2.2.3 Darstellung der aktiven Proteasomunterei  nheiten
in lysierten THP-1-Zellen mittels Bi 0ALVS

Auch in diesem Western Blot gegen biotinyliertes AdaAhxsL3VS
(AdaK(bio)AhxsL3VS, BioALVS), welches nicht zellpermeabel ist und daher ein
Lysieren der THP-1-Zellen erforderlich macht, lie3 sich im Gegensatz zu der
Kontrollprobe mit dem Proteasominhibitor NLVS (50 uM) auch bis zu einer
Ritonavir-Dosis von 100 pM keine Aktivitdtsminderung der katalytischen [3-
Untereinheiten verzeichnen.
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Abb. 3.10: Anti-AdaK(bio)Ahx 3L3VS (BioALVS) Western Blot mit Ritonavir [  pM].

Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4, Kontrollinhibi  tor: NLVS, 48 Stunden Inkubation

Dieser wie im Kapitel ,Material und Methoden* beschrieben angefertigte BioALVS Western Blot
stellt die aktiven Proteasomuntereinheiten lysierter THP-1-Zellen dar. Als Zellkontrolle diente
erneut die Lymphom-Zellreihe EL-4. Auch hier zeigt sich keine Proteasominhibition durch
Ritonavir. Zur Validierung der Methode wurde der Proteasominhibitor NLVS in einer
Konzentration von 50 uyM verwendet. Unter Einfluss von NLVS fehlen die Banden der B1(i)-
/B5(i)-Untereinheiten bei 20 kDa aufgrund der Hemmung dieser Untereinheiten.

3.2.2.4 Darstellung von Ritonavir-induziertem ER  -Stress
mittels Antikérpern

Die vorangegangenen Versuche haben gezeigt, dass Ritonavir das Wachstum
der THP-1-Zellen, nicht aber die katalytisch aktiven Untereinheiten des

Proteasoms inhibiert. Dies steht in Widerspruch zu friheren Arbeiten, die
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mittels indirekter Analyse der Proteasomaktivitdt (Messung des Umsatzes
fluorogener Substrate) eine Inhibition des Proteasoms durch Ritonavir
postulieren. Dazu passend zeigen diese Arbeiten auch die Induktion von ER-
Stress durch die Ritonavir-Gabe, welche demnach am wahrscheinlichsten direkt
durch die Proteasominhibition hervorgerufen wirde. Es stellte sich also die
Frage, ob Ritonavir nicht moglicherweise unabhangig von einer Inhibition des
Proteasoms ER-Stress induzieren und den Zelltod verursachen kann.

In den hier dargestellten Western Blots lasst sich anhand der vermehrten
Exprimierung der UPR-assoziierten Proteine BiP, CHOP und PDI eine Induktion

von ER-Stress durch Ritonavir nachweisen.

™ Rit. TM Rit. TM  Rit.
Oh Bh Gh  Z4h 24h 30h 30k

kDia
97 —

- Anti-BiP(GRP78)

B4

B — e i v g wn. | ANt-CHOP 10 (GADD153)

Sl

B4 —

oy e w— | ARti-PDI

T e

Abb. 3.11: Anti-BiP/-CHOP/-PDI Western Blot mit Rit  onavir und Tunicamycin,

zeitliche Kinetik. Zellen: THP-1, Rit. = Ritonavir (40 pM), TM = Tunicamycin (6 pg/ml)

In diesen Western Blots gegen die UPR-assoziierten Proteine BiP, CHOP und PDI

(siehe auch Kapitel ,Material und Methoden®) zeigt sich bei den THP-1-Zellen unter Ritonavir-

Einwirkung unterschiedlicher Inkubationszeiten (0, 8, 24 und 30 Stunden) ein &hnliches
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Ergebnis wie unter Einwirkung von Tunicamycin, welches als bekannter Induktor von ER-Stress
als positive Kontrolle verwendet wurde:
Mit zunehmender Inkubationszeit wurden die UPR-assoziierten Proteine vermehrt exprimiert -

Ritonavir |6st ER-Stress aus.

3.3 Kombinationsversuche

In dieser Versuchsreine wurde untersucht, inwiefern sich die jeweiligen
Inhibitoren in  Kombination hinsichtlich ihrer antiproliferativen Effekte
beeinflussen.

Dazu wurden die THP-1-Zellen jeweils fir 48 Stunden mit unterschiedlichen
Konzentrationen zweier Substanzen inkubiert und die Proliferationsrate mit der
oben erlauterten CellTiter-Methode gemessen. Aus mindestens drei
verschiedenen Versuchen wird ein reprasentativer gezeigt. Jede Probe wurde

in dreifacher Ausfiihrung getestet und der Mittelwert dargestellit.

3.3.1 Kombination von Ritonavir und Bortezomib

Ich konnte in den oben beschriebenen Experimenten zeigen, dass sowohl
Ritonavir als auch Bortezomib einen inhibierenden Effekt auf das Wachstum der
THP-1-Zellen haben.

Ritonavir fahrt nicht zur Proteasominhibition aber Gber ER-Stress zur Apoptose,
Bortezomib hemmt das Proteasom und induziert dartiber hinaus auch ER-
Stress. Interessant war nun die Frage, ob sich mittels Kombination der
Induktion von proteasomabh&ngigem ER-Stress (Bortezomib) und proteasom-
unabhangigem ER-Stress (Ritonavir) eine synergistische Wirkung erzielen

|asst.
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3.3.1.1 CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
zur Darstellung der antiproliferativ
und Bortezomib auf THP-1-Zellen

en Wirkung von Ritonavir

Mithilfe des gleichen MTS-Assays wurde der wachstumshemmende Effekt von
Ritonavir und Bortezomib in Kombination dargestellt.

Bortezomib alleine senkte in der subtherapeutischen Konzentration von 5 nM
die Proliferationsrate lediglich auf 95,99 % im Vergleich zur Kontrollprobe ohne
Inhibitor. Ritonavir 5 uM alleine reduzierte das Zellwachstum auf 79,81 %.

In Kombination beider Inhibitoren verringerte sich die Proliferationsrate bei den
gleichen Konzentrationen auf 58,20 %.

Besonders deutlich wird hier die synergistische Wirkung der beiden Inhibitoren
bei alleiniger Gabe versus Kombination der jeweils hochsten getesteten Dosis:
Ritonavir allein in einer Konzentration von 10 uM gegeben, senkte das
Zellwachstum auf 70,10 %, Bortezomib alleine bewirkte bei 10 nM einen
Ruckgang auf 75,40 %. In Kombination dieser Dosen konnte das Wachstum der
THP-1-Zellen auf 15,21 % reduziert werden.

Dies entspricht einer synergistischen Wirkung von Bortezomib und Ritonavir auf
THP-1-AML-Zellen in vitro bei jeweils therapeutischem Plasmaspiegel dieser
Medikamente.

In Abbildung 3.13 (normalisiertes Isobologramm) wird dies anhand des

dargestellten combination index (CI) deutlich.

Tabelle 3.5: Einfluss von Ritonavir und Bortezomib auf die Proliferation der THP-1-Zellen

(48 h Inkubation)

Bortezomib
0 nM 0,5nM 5nM 10 nM
OpuM | 100,00% | 97,63% | 95,99% | 75,40%
Ritonavir 0,5uM | 106,95% | 102,81% | 89,91% | 76,64%
1uM | 84,74% | 84,77% | 70,61% | 50,30%
5uM| 79,81% | 73,68% | 58,20% | 27,55%
10uM | 70,10% | 66,47% | 48,29% | 15,21%




63

Effekt von Bortezomib und Ritonavir auf die THP-1
Proliferation, 48h Inkubation
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Abb. 3.12: Einfluss von Ritonavir und Bortezomib au f die Proliferation der THP-1-Zellen.
Wie im Kapitel ,Material und Methoden* beschrieben, wurde mittels MTS-Assay die
Proliferationsrate der getesteten Kombinationen unterschiedlicher Konzentrationen in Bezug auf
die Probe ohne Inhibitor bestimmt. Jede Probe wurde in dreifacher Ausfihrung getestet und der
entsprechende Mittelwert dargestellt.

Hier zeigt sich eine synergistische Wirkung von Bortezomib 10 nM und Ritonavir yM auf die
THP-1-AML-Zellen. Es handelt sich jeweils um therapeutische Plasmaspiegel dieser
Medikamente.
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Abb. 3.13: Normalisiertes Isobologramm, Ritonavir u nd Bortezomib, Zellen: THP-1

Alle kombinierten Inhibitor-Konzentrationen mit einem combination index (Cl) < 1 (Datenpunkte
entsprechend links und unterhalb der punktierten Linie) wirken synergistisch hinsichtlich der
Proliferationshemmung. Nur die kleinste getestete Kombination, Bortezomib 0,5 nM mit
Ritonavir 0,5 uM, wird als antagonistisch dargestellt (Proliferation von 102,81%, siehe Tabelle
3.5).

3.3.1.2 Darstellung der aktiven Proteasomunterei  nheiten
in lebenden THP-1-Zellen mittels DAL VS

In dieser Versuchsreihe wurde mittels Anti-DALVS Western Blot (Active Site
Label) zur Darstellung der katalytischen p-Untereinheiten der THP-1-Zellen
getestet, inwiefern Bortezomib und Ritonavir einzeln sowie in Kombination das

Proteasom hemmen.
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Ritonavir alleine hemmte die Proteasomuntereinheiten wie oben gezeigt nicht.
Bortezomib alleine hemmte ab einer Konzentration von 10 nM (Abb. 3.13) bzw.
20 nM (Abb. 3.14) die B1(i)- / B5(i)-Untereinheiten.

In Kombination beider Substanzen wurden diese Untereinheiten nicht zusatzlich

inhibiert dargestellt.
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Abb. 3.14: Anti-DALVS Western Blot mit Bortezomib [  nM] und Ritonavir [ pM].

Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4, 48 Stunden Ink  ubation

Mithilfe dieses Active Site Labels konnten die aktiven Proteasomuntereinheiten intakter Zellen
wie im Kapitel ,Material und Methoden" beschrieben dargestellt werden.

Es wird deutlich, dass Ritonavir alleine die Proteasomuntereinheiten wie oben beschrieben
nicht hemmte. Bortezomib alleine hemmte ab einer Konzentration von 10 nM die B1(i)- / B5(i)-
Untereinheiten. In der Kombination Bortezomib 10 nM / Ritonavir 10 uM werden diese
Untereinheiten nicht zusétzlich inhibiert dargestellt.

Die Kombination aus Bortezomib 20 nM und Ritonavir 10 uM zeigt hier eine starkere Hemmung,
welche &hnlich stark war wie unter der Kombination von Bortezomib 20 nM mit Ritonavir 20 uM.
Ritonavir 20 uM alleine fiihrte zu keiner Proteasomhemmung.
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Abb. 3.15: weiterer Anti-DALVS Western Blot mit Bor  tezomib [nM] und Ritonavir[ uM]
Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4

Bortezomib hemmte hier in einer Konzentration von 20 nM sowohl alleine als auch in
Kombination mit Ritonavir die katalytischen Proteasomuntereinheiten.

Die zusatzliche Gabe von Ritonavir bewirkte keine starkere Inhibition der
Untereinheitsaktivitdten. Wie bei den Einzelversuchen dienten NLVS-exponierte THP-1-Zellen
als Positivkontrolle, die murinen Lymphomzellen EL-4 als Negativkontrolle zur
Proteasomdarstellung.

3.3.1.3 Darstellung der aktiven Proteasomunterei  nheiten
in lysierten THP-1-Zellen mittels Bi 0ALVS

In dem daraufhin angefertigten Anti-AdaK(bio)Ahx3L3VS Western Blot wird
ebenfalls kein Synergismus von Bortezomib und Ritonavir beztglich der

Proteasominhibition im Zelllysat sichtbar.
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Abb. 3.16 a): Anti-AdaK(bio)Ahx 3L3VS (BioALVS) Western Blot mit Bortezomib [nM]

und Ritonavir [ pM], Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4, Kontrollin  hibitor: NLVS

In diesem Anti-AdaK(bio)AhxzL;VS Western Blot zur Darstellung der katalytischen [3-
Untereinheiten des Proteasoms lysierter THP-1-Zellen wird ebenfalls kein Synergismus von
Bortezomib und Ritonavir beziglich der Proteasominhibition sichtbar. Bortezomib hemmte hier
schon ab der subtherapeutischen Konzentration von 2 nM die Proteasomuntereinheiten. Diese
Konzentration bzw. 5 nM kombiniert mit Ritonavir 5 yM hatten ebenfalls einen hemmenden
Effekt auf die B1(i)- / B5(i)-Untereinheiten, welcher aber nicht ber den von Bortezomib alleine
hinausging.
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Abb. 3.16 b): Anti-AdaK(bio)Ahx 3L3VS (BioALVS) Western Blot mit Bortezomib [nM]

und Ritonavir [ pM], Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4, Kontrollin  hibitor: NLVS

In der niedrigsten therapeutischen Konzentration von 10 nM zeigt Bortezomib eine Inhibition der
B1(i)- / B5(i)-Untereinheiten, deutlicher trat dieser Effekt bei 20 nM auf.

In Kombination mit Ritonavir kam es auch hier nicht zu einer zusatzlichen Hemmung.
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Abb. 3.16 c): Anti-AdaK(bio)Ahx 3L3VS (BioALVS) Western Blot mit Bortezomib [nM]
und Ritonavir [ pM], Zellen: THP-1, Kontrollzellen: EL-4, Kontrollin  hibitor: NLVS

Auch bei diesen Konzentrationen bewirkte Ritonavir in Kombination mit Bortezomib keine
zusatzliche Aktivitatsinhibition der Proteasomuntereinheiten.
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3.3.1.4 Darstellung von Bortezomib- und Ritonavi  r-induziertem
ER-Stress mittels Anti-CHOP-Antikorp er

Hier wurde die Beeinflussung der einzelnen sowie kombinierten Wirkstoffe
Bortezomib und Ritonavir hinsichtlich der Auslésung von ER-Stress anhand der
Exprimierung des Proteins CHOP untersucht. In der Kombination zeigt sich ein

zumindest additiver Effekt beider Substanzen.
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Abb. 3.17: Anti-CHOP Western Blot mit Bortezomib un  d Ritonavir

Zellen: THP-1, Bort. = Bortezomib [nM], Rit. = Rito  navir [ ugM], TM = Tunicamycin

DMSO = Dimethylsulfoxid (Lésungsmittel von Bortezom ib und Ritonavir)

In diesem Western Blot mit Darstellung der CHOP-Induktion unter Einfluss von Bortezomib,
Ritonavir sowie beiden Wirkstoffen zusammen im zeitlichen Verlauf zeigt sich in der
Kombination ein zumindest additiver Effekt.

Bortezomib alleine fuhrte nach 10 bzw. 20 Stunden Inkubation mit den THP-1-Zellen zu einer
mafig ausgepragten CHOP-Expression, ebenso Ritonavir.

Die Kombination beider bewirkte eine deutlich gesteigerte CHOP-Expression.

Auch in diesem Versuch wurde der bekannte ER-Stress-Induktor Tunicamycin als positive
Kontrolle verwendet.

Das THP-1-Zelllysat lediglich mit DMSO diente als negative Kontrolle zur Darstellung der
CHOP-Expression ohne Inhibitor.

3.3.1.5 CellTiter 96 ©® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay
zur Darstellung der antiproliferativ. en Wirkung von Ritonavir

und Bortezomib auf primare AML-Blast en von Patienten

Die folgenden Versuche befassten sich mit der antiproliferativen Wirkung von
Bortezomib und Ritonavir auf primédre AML-Blasten, welche von Patienten mit
akuter myeloischer Leukamie (,Patient 1%, ,Patient 2“ und ,Patient 3*) der
Medizinischen Klinik Il der Eberhard Karls Universitat Tubingen aus peripherem
Blut gewonnen und wie in ,Material und Methoden® beschrieben bearbeitet
wurden. Die Messungen erfolgten (wie bei den oben erlauterten Versuchen mit
den THP-1-Zelllinie) mittels ,CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell
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Proliferation Assay“ nach einer Inkubationszeit von 48 Stunden. Es wurden
hierbei allerdings je Well 50.000 Zellen verwendet.

3.3.1.5.1 Patientl

In diesem Versuch wurde Bortezomib in den Konzentrationen 5 nM, 10 nM,

20 nM und 40 nM sowie Ritonavir in den Konzentrationen 20 yM und 40 yM
getestet - jewells alleine und in Kombination.

Ab einer Bortezomib-Konzentration von 10 nM - ohne Ritonavir - nahm die
Zellproliferation mit steigender Konzentration stetig ab. 5 nM Bortezomib hatten
noch keinen antiproliferativen Effekt - es zeigt sich hier sogar vielmehr ein
gesteigertes Wachstum.

Unter alleinigem Ritonavir-Einfluss zeigt sich bei 20 pM eine deutliche
Proliferationshemmung.

In der Kombination aus Bortezomib 5 nM und Ritonavir 20 uM ist gegenuber
Ritonavir alleine in derselben Dosis ein weiterer Wachstumsriickgang zu
beobachten, der mit steigenden Dosierungen ausgepragter wurde. Dies kdonnte
fur einen Synergismus von Bortezomib und Ritonavir sprechen, da eine
subtherapeutische Bortezomib-Dosis, welche alleine verwendet zu keiner
Wachstumshemmung fuhrte, die Ritonavir-Wirkung verstarkte. Allerdings ist die
Wirkung hier aufgrund der sehr starken Proliferationshemmung durch Ritonavir

alleine schwer zu erfassen.
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Abb. 3.18: Einfluss von Ritonavir und Bortezomib au f die Proliferation der

priméaren AML-Blasten von Patient 1. MTS-Assay, 48 S tunden Inkubation

Entsprechen den oben erlauterten Kombinationsversuchen wurde hier mittels MTS-Assay
,CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay* die Proliferation der primaren
AML-Blasten von Patient 1 in Bezug auf die Kontrollprobe ohne Inhibitor ermittelt. Ab einer
Bortezomib-Konzentration von 10 nM - ohne Ritonavir - nahm die Zellproliferation mit
steigender Konzentration stetig ab. 5 nM Bortezomib hatten noch keinen antiproliferativen Effekt
- es zeigt sich hier sogar vielmehr ein gesteigertes Wachstum.

Unter alleinigem Ritonavir-Einfluss zeigt sich bei 20 uM eine deutliche Proliferationshemmung.
Die Kombination Bortezomib 5 nM / Ritonavir 20 uM lasst einen weiteren Wachstumsriickgang
erkennen (ausgepréagter bei steigenden Dosierungen). Dies kdnnte fir einen Synergismus von
Bortezomib und Ritonavir sprechen, da eine subtherapeutische Bortezomib-Dosis (5 nM),
welche alleine verwendet zu keiner Wachstumshemmung fiihrte, die Ritonavir-Wirkung
verstarkte. Die Wirkung ist hier aufgrund der sehr starken Proliferationshemmung durch
Ritonavir alleine schwer zu erfassen.

3.3.1.5.2 Patient 2

Hier wurden die gleichen Bortezomib-Konzentrationen wie in dem vorstehenden
Versuch verwendet. Der Kombinationspartner Ritonavir wurde hingegen in
geringeren Konzentrationen (5 uM und 10 uM) getestet.

Bortezomib alleine hatte einen &hnlichen Effekt wie bei den Zellen von
Patient 1, allerdings mit einer ausgepragteren Proliferationshemmung bei
20 nM. Ritonavir alleine zeigte hier ab 10 yM eine Hemmwirkung.

In Kombination dieser Dosis mit einer Bortezomib-Konzentration von 5 nM zeigt
sich kein weiterer Ruckgang des Zellwachstums. Auch die subtherapeutische
Dosis von 5 yM Ritonavir hatte allein oder in Kombination mit Bortezomib 20 nM

und 40 nM nur einen schwachen Effekt.
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Abb. 3.19: Einfluss von Ritonavir und Bortezomib au f die Proliferation der

primaren AML-Blasten von Patient 2. MTS-Assay, 48 S tunden Inkubation

Im Vergleich zu dem entsprechenden Versuch mit Zellen des Patienten 1 zeigt sich hier eine
ausgepragtere Proliferationshemmung bei einer Bortezomib-Konzentration von 20 nM.

Ritonavir alleine zeigte hier ab 10 yM eine Hemmwirkung. Die Kombination dieser von Ritonavir
10 uyM mit Bortezomib 5 nM bewirkte keinen weiteren Riickgang des Zellwachstums. Die
subtherapeutische Dosis von 5 uyM Ritonavir hatte allein oder in Kombination mit Bortezomib
20 nM und 40 nM nur einen schwachen Effekt.

3.3.1.5.2.1 Darstellung der aktiven Proteasomunt ereinheiten
in lebenden priméren AML-Blast en von Patient 2
mittels DALVS

Bei diesen primaren AML-Zellen hemmte Bortezomib ab 10 nM die
katalytischen B1(i)- / B5(i)-Untereinheiten des Proteasoms. Ritonavir hingegen
hatte auch in einer hohen Dosis von 40 uM keinen inhibitorischen Effekt auf die

Proteasomaktivitat.
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Abb. 3.20: Anti-DALVS Western Blot mit Bortezomib [  nM] und Ritonavir [ pM].

Zellen: primare AML-Blasten von Patient 2

Wie im Kapitel ,Material und Methoden“ beschrieben, wurden in diesem Active Site Label
mittels DALVS die katalytischen Untereinheiten der intakten Patientenzellen markiert und
folgend ein Western Blot gegen Anti-DALVS angefertigt.

Hier hemmte Bortezomib ab 10 nM die katalytischen B1(i)-/B5(i)-Untereinheiten des
Proteasoms. Ritonavir fuhrte auch in der hdchsten getesteten Dosis von 40 uM zu keiner
Hemmung der Proteasomaktivitat.

3.3.1.5.3 Patient3

In diesem Versuch mit priméren AML-Zellen von Patient 3 wurden bei den
gleichen, ansteigenden Bortezomib-Konzentrationen wie in den vorherigen
Versuchen Ritonavir-Konzentrationen von 10 uM, 20 yM und 40 yM verwendet.
Auch hier zeigt sich eine deutliche Wirkung des Ritonavirs ab 10 uM.
Bortezomib weist schon ab 5 nM eine leichte antiproliferative Wirkung auf,
welche in den hohen Konzentrationen allerdings nicht so ausgepragt wie bei
den vorher untersuchten Patientenzellen war. Demgegentber war die Ritonavir-
Wirkung im Vergleich zu der Voruntersuchungen stéarker.

Bei diesen Zellen lasst sich kein Synergismus bezuglich der Zytotoxizitat

zwischen Bortezomib und Ritonavir ersehen.
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Abb. 3.21: Einfluss von Ritonavir und Bortezomib au f die Proliferation der

priméaren AML-Blasten von Patient 3. 48 h Inkubation

MTS-Assay wie oben beschrieben. Schon ab einer Konzentration von 5 nM wirkte Bortezomib
leicht antiproliferativ - in hohen Konzentrationen allerdings nicht so ausgepragt wie bei den
anderen gezeigten Patientenzellen. Demgegeniber war die Ritonavir-Wirkung im Vergleich zu
der Voruntersuchungen starker. Hier besteht kein Anhalt fiir einen Synergismus zwischen
Bortezomib und Ritonavir.

3.3.2 Kombinationsversuche zur THP-1-Zellprolife  ration

unter der Kombination von Ritonavir mit anderen Inhibitoren

Interessant waren neben der Kombination von Ritonavir und Bortezomib auch,
inwiefern andere Substanzen jeweils in Kombination mit diesen das
Wachstumsverhalten der THP-1-Zellen beeinflussen.

Hierfuir kam erneut das MTS-Assay CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell

Proliferation Assay zur Anwendung.

3.3.2.1 Ritonavir und Valproat

Das als Antiepileptikum zugelassene Valproat ist als Histondeacetylaseinhibitor
Gegenstand der hamato-onkologischen Forschung und erschien damit (neben
den beiden Histondeacetylaseinhibitoren HDACI | und Il) ein interessanter
Kombinationspartner fur die hier hauptsachlich behandelten Substanzen

Ritonavir bzw. Bortezomib.
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Ein Synergismus in der proliferationshemmenden Wirkung beider Inhibitoren
l&sst sich nicht erkennen.

Tabelle 3.6: Einfluss von Ritonavir und Valproat au  f die Proliferation der THP-1-Zellen
(48 h Inkubation)

Ritonavir
0 pM 2 UM 5uM 10 M 20 uM
0 mg/ml | 100,00% | 72,21% | 96,43% | 67,91% | 51,27%
Valproat 2 mg/ml 98,14% | 93,86% | 92,92% | 73,20% | 58,38%
5mg/ml | 93,21% | 91,64% | 96,88% | 76,08% | 60,50%
10 mg/ml | 95,88% | 91,59% | 96,88% | 70,47% | 55,91%
20mg/ml | 95,82% | 76,71% | 71,11% | 59,60% | 52,01%

Effekt von Ritonavir und Valproat auf die THP-1
Proliferation

Proliferation

1omgm  Valproat
20 mg/ml

5uM

Ritonavir

Abb. 3.22: Einfluss von Ritonavir und Valproat auf die Proliferation der THP-1-Zellen.

48 h Inkubation

Valproat senkte in dieser Versuchsreihe (MTS-Assay wie oben beschrieben) in der héchsten
getesteten Konzentration von 20 mg/ml die Proliferationsrate geringfiigig auf 95,82 %.
Auffallend ist hier, dass sich zu den geringeren Dosen kein signifikanter Unterschied zeigt.

5 uM Ritonavir reduzierten das Zellwachstum hier auf 96,43 % im Vergleich zur Kontrollprobe.
In Kombination beider Inhibitoren verringerte sich die Proliferationsrate bei den gleichen
Konzentrationen auf 71,11 %. Erst in Kombination mit der héchsten Valproat-Konzentration von
20 mg/ml gab es im Vergleich zur alleinigen Ritonavir-Gabe bis 10 uyM eine Verstarkung der
wachstumshemmenden Wirkung. Bei 20 uM Ritonavir wurden hingegen ohne Korrelation zu der
Valproat-Dosis Wachstumsraten von 51,27% (ohne Valproat) bis 60,50% (5 mg/ml Valproat)
gemessen.



3.3.2.2 Ritonavir und HDACI |
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Mithilfe der gleichen Methode wurde der Effekt von Ritonavir kombiniert mit

dem Histondeacetylaseinhibitor HDACI | auf das THP-1-Wachstum getestet.

Die statistische Auswertung der unten aufgefihrten Daten mittels

normalisiertem Isobologramm (siehe Kapitel 2, ,Material und Methoden®)

impliziert eine synergistische Wirkung unter folgenden Kombinationen bei

insgesamt allerdings inkonsistentem Ergebnis, so dass nicht auf einen

Synergismus gefolgert werden kann:
Ritonavir 2 uM mit HDACI | 30 nM, Ritonavir 5 uM mit HDACI | 30 nM, Ritonavir
5 uM mit HDACI | 100 nM, Ritonavir 10 yuM mit HDACI | 30-300 nM, Ritonavir 20
MM mit HDACI | 30-3000 nM.

Tabelle 3.7: Einfluss von Ritonavir und HDACI | auf

(48 h Inkubation)

die Proliferation der THP-1-Zellen

Ritonavir
0 uM 2 UM S5 uM 10 uM 20 uM

0nM | 100,00% | 106,00% | 87,89% | 80,03% 59,61%

HDACI | 30nM | 69,23% | 83,54% | 60,37% | 79,41% | 44,75%
100nM | 74,00% | 85,47% | 66,62% | 76,22% | 44,31%

300nM | 73,25% | 94,02% | 78,81% | 63,22% | 44,92%

1uM | 62,75% | 84,84% | 66,66% | 62,87% 38,62%

UM | 52,29% | 70,90% | 60,26% | 60,00% 37,96%
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Effekt von Ritonavir und HDACI | auf die THP-1
Proliferation
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Abb. 3.23: Einfluss von Ritonavir und HDACi | aufd ie Proliferation der THP-1-Zellen.

48 h Inkubation

Der Histondeacetylaseinhibitor 1 (HDACi I) hemmte in diesem Kombinationsversuch (MTS-
Assay wie oben beschrieben) alleine das Zellwachstum ab einer Konzentration von 30 nM.
Ritonavir zeigte ab 5 uM eine antiproliferative Wirkung.

HDACI | senkte in der hier hdéchsten Konzentration von 3 uM die Proliferationsrate auf 52,29%,
20 uM Ritonavir auf 59,61%. In Kombination beider Inhibitoren dieser Konzentrationen betrug
die Proliferationsrate 37,96%.

In den mittleren verwendeten HDACI I-Konzentrationen (30-300 nM) zeigt sich zusammen mit
Ritonavir kein Unterschied in der Hemmwirkung (bei 20 uM Ritonavir jeweils um 44%).
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10 A o Ritonavir (upM) 2 & HDACI | (nM) 30 : C1 0.71
A Ritonavir (uM) 2 & HDACI | (nM) 100 : CI 3.02
+ Ritonavir (uM) 2 & HDACI | (nM) 300 : Cl1 74.12
X Ritonavir (uM) 2 & HDACI | (nM) 1000 : CI 26.39
Ritonavir (uM) 2 & HDACI | (nM) 3000 : CI 13.09
8 v Ritonavir (uM) 5 & HDACI | (hM) 30 : Cl 0.07
Ritonavir (uM) 5 & HDACI | (nM) 100 : Cl 0.32
Ritonavir (uM) 5 & HDAC: | (hM) 300 : Cl 3.36
¢ Ritonavir (uM) 5 & HDACI | (nM) 1000 : CI 2.88
@ Ritonavir (M) 5 & HDACI | (nM) 3000 : CI 4.71
6 | & Ritonavir (uM) 10 & HDACI | (nM) 30 : C1 0.56
B Ritonavir (uM) 10 & HDAC | (nM) 100 : C1 0.94
Ritonavir (uM) 10 & HDAC: | (nM) 300 : CI 0.67
-5 m Ritonavir (uM) 10 & HDACI | (nM) 1000 : Cl 2.04
é % Ritonavir (uM) 10 & HDACI | (nM) 3000 : Cl 4.62
T Ritonavir (uM) 20 & HDACI | (nM) 30 : Cl 0.04
4 A Ritonavir (uM) 20 & HDACI | (nM) 100 : CI 0.07
¢ Ritonavir (uM) 20 & HDACI | (nM) 300 : C1 0.15
é e Ritonavir (uM) 20 & HDACI | (nM) 1000 : C1 0.25
e Ritonavir (uM) 20 & HDACI | (nM) 3000 : CI 0.68
24 m
-
o] &
0 2 4 6 8 10
Ritonavir

Abb. 3.24: Normalisiertes Isobologramm. Zellen: THP -1

Alle kombinierten Inhibitor-Konzentrationen mit einem combination index (Cl) < 1 (Datenpunkte
entsprechend links und unterhalb der punktierten Linie) wirken synergistisch hinsichtlich der
Proliferationshemmung. Demnach zeigt sich ein Synergismus bei folgenden Kombinationen:
Ritonavir 2 uM mit HDACIi | 30 nM, Ritonavir 5 ygM mit HDACIi | 30 nM bzw. 100 nM, Ritonavir 10
MM mit HDACI | 30-300 nM, Ritonavir 20 uM mit HDACI | 30-3000 nM.

Ein CI Uber 1 (Datenpunkte rechts und oberhalb der punktierten Linie) spricht fiir einen
Antagonismus.

Somit implizieren hier einzelne Datenpunkte einen Synergismus, dies stellt jedoch kein
konsistentes Ergebnis dar, weshalb ein Synergismus fiir Ritonavir und HDACI | nicht konklusiv
gezeigt werden kann.



3.3.2.3 Ritonavir und HDACI Il

Zwischen Ritonavir und HDACI Il lie3 sich kein Synergismus in der
proliferationshemmenden Wirkung erkennen.

Tabelle 3.8: Einfluss von Ritonavir und HDACI Il au

(48 h Inkubation)
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f die Proliferation der THP-1-Zellen

Ritonavir
0 uM 2 UM 5 uM 10 uM 20 UM

0 nM 100,00% 86,14% | 84,13% | 83,40% | 63,84%

HDACI I 30 nM 87,85% 82,76% | 87,64% | 86,40% | 70,46%
100 nM 95,08% 98,33% | 89,40% | 85,67% | 78,47%

300 nM 98,80% | 110,01% | 89,56% | 80,47% | 75,43%

1uM 86,14% | 104,48% | 88,99% | 74,46% | 72,99%

3 uM 82,16% | 100,27% | 73,09% | 84,35% | 61,60%

Effekt von Ritonavir und HDACI Il auf die THP-1
Proliferation
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Abb. 3.25: Einfluss von Ritonavir und HDAC:i Il auf

48 h Inkubation

30nM
300 nm

HDACI Il

die Proliferation der THP-1-Zellen.

MTS-Assay wie oben beschrieben. HDACI Il alleine senkte in einer Konzentration von 3 yM die
Proliferationsrate auf 82,16%, Ritonavir in der getesteten Hochstdosis von 20 yM hier auf
63,84%. Die Kombination beider Inhibitoren in diesen Dosen bewirkte einen Rickgang der
Proliferationsrate auf 61,60%. Wie in der Versuchsreihe mit HDACi | (siehe oben) fallt im
mittleren Konzentrationsbereich des HDAC:I Il (30-300 nM) auf, dass es keine Verbesserung der
Hemmwirkung des Ritonavir zu bringen schien. So bewirkten 20 yM Ritonavir kombiniert mit 30
nM HDACI Il eine Wachstumsrate von 70,46%, 100 nM hingegen noch 78,47%.




3.3.2.4 Ritonavir und Daunorubicin
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Das in der Leukamietherapie etablierte Anthrazyklin Daunorubicin schien in

Kombination mit Ritonavir in folgenden Kombinationen synergistisch auf die

Wachstumshemmung der THP-1-Zellen zu wirken (Auswertung mittels

normalisiertem Isobologramm - siehe Kapitel 2, ,Material und Methoden®),

allerdings ist auch hier das Ergebnis nicht konsistent:

Ritonavir 2 yM mit Daunorubicin 300 nM sowie 500 nM, Ritonavir 5 yM mit

Daunorubicin 500 nM, Ritonavir 10 yM mit Daunorubicin 500 nM und Ritonavir
20 M mit Daunorubicin 500 nM.

Tabelle 3.9: Einfluss von Ritonavir und Daunorubici

der THP-1-Zellen (48 h Inkubation)

n auf die Proliferation

Ritonavir

0 nM 2 uM 5 uM 10 uM 20 uM
OnM | 100,00% | 78,68% | 79,00% | 69,57% | 56,63%
Daunorubicin 5nM 84,99% | 86,77% | 85,16% | 80,51% | 67,51%
10 nM 90,92% | 100,90% | 99,86% | 89,39% | 71,92%
50 nM 92,26% | 102,13% | 85,34% | 78,57% | 67,76%
100 nM 88,72% | 90,39% | 94,20% | 79,37% | 76,74%
300 nM 77,61% | 75,23% | 73,08% | 71,44% | 58,83%
500 nM 87,56% | 61,71% | 57,14% | 52,82% | 39,57%
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Effekt von Ritonavir und Daunorubicin auf die THP-1
Proliferation

60%-

Proliferation

40%-
: - 0nM
2o FRERIEA R RUE LS oo

100 nM

00 el
500 nMDaunorubicin

Abb. 3.26: Einfluss von Ritonavir und Daunorubicin auf die Proliferation der THP-1-

Zellen. 48 h Inkubation

MTS-Assay (siehe Kapitel ,Material und Methoden*).

Daunorubicin alleine senkte in der héchsten hier getesteten Konzentration von 500 nM die
Proliferationsrate der THP-1-Zellen auf 87,56 %. 20 uM Ritonavir reduzierten das Zellwachstum
auf 56,63%. In Kombination beider Inhibitoren verringerte sich die Proliferationsrate bei den
gleichen Konzentrationen auf 39,57% - hierbei handelt es sich um einen Synergismus.

Eine Ritonavir-Konzentration von 20 uyM senkte die Zellproliferation auf 56,63%. Kombiniert mit
Daunorubicin 500 nM wurde diese synergistisch auf 39,57% gesenkt.

Auch bei den Kombinationen von Daunorubicin der Konzentrationen von 300 bzw. 500 nM mit
Ritonavir 2 yM, Daunorubicin 500 nM mit Ritonavir 5 yM sowie Daunorubicin 500 nM mit
Ritonavir 10 yM bzw. 20 pM impliziert die statistische Auswertung mittels normalisiertem
Isobologramm ein Synergismus, jedoch bei insgesamt nicht konsistentem Ergebnis - siehe
Abb. 3.27.
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10 A o Ritonavir (uM) 2 & Daunorubicin (nM) 5 : Cl 1.26
A Ritonavir (uM) 2 & Daunorubicin (nM) 10 : Cl 36702.09
+ Ritonavir (uM) 2 & Daunorubicin (nM) 50 : Cl 174644.75
X Ritonavir (uM) 2 & Daunorubicin (nM) 100 : Cl1 4.9
Ritonavir (uM) 2 & Daunorubicin (nM) 300 : CI 0.88
8 v Ritonavir (uM) 2 & Daunorubicin (nM) 500 : Cl 0.32
Ritonavir (uM) 5 & Daunorubicin (nM) 5 : Cl 2.51
Ritonavir (uM) 5 & Daunorubicin (nM) 10 : Cl 18154.56
4 Ritonavir (uM) 5 & Daunorubicin (nM) 50 : Cl 2.95
@ Ritonavir (uM) 5 & Daunorubicin (nM) 100 : Cl 22.87
6 i Ritonavir (uM) 5 & Daunorubicin (nM) 300 : Cl 1.18
B Ritonavir (uM) 5 & Daunorubicin (nM) 500 : Cl 0.38
% Ritonavir (uM) 10 & Daunorubicin (nM) 5 : Cl 3.04
e @ Ritonavir (uM) 10 & Daunorubicin (nM) 10 : CI 8.99
o Ritonavir (uM) 10 & Daunorubicin (nM) 50 : CI 2.66
% 4 Ritonavir (uM) 10 & Daunorubicin (nM) 100 : CI 3.02
O A Ritonavir (uM) 10 & Daunorubicin (nM) 300 : CI 1.73
+ Ritonavir (uM) 10 & Daunorubicin (nM) 500 : Cl 0.5
@ Ritonavir (uM) 20 & Daunorubicin (nM) 5 : Cl 2.17
X e Ritonavir (uM) 20 & Daunorubicin (nM) 10 : CI 2.97
Ritonavir (uM) 20 & Daunorubicin (nM) 50 : Cl 2.23
2 1 o Ritonavir (uM) 20 & Daunorubicin (nM) 100 : Cl 4.52
Ritonavir (uM) 20 & Daunorubicin (nM) 300 : Cl 1.31
Ritonavir (upM) 20 & Daunorubicin (nM) 500 : Cl1 0.4
&
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Abb. 3.27: Normalisiertes Isobologramm, Ritonavir u nd Daunorubicin, Zellen: THP-1.

Alle kombinierten Inhibitor-Konzentrationen mit einem combination index (Cl) < 1 (Datenpunkte
entsprechend links und unterhalb der punktierten Linie) wirken synergistisch hinsichtlich der
Proliferationshemmung. Somit zeigt sich ein Synergismus bei folgenden Kombinationen:
Ritonavir 2 yM mit Daunorubicin 300 nM bzw. 500 nM, Ritonavir 5 uM mit Daunorubicin 500 nM,
Ritonavir 10 ygM mit Daunorubicin 500 nM und Ritonavir 20 yM mit Daunorubicin 500 nM.

Ein CI Uber 1 (Datenpunkte rechts und oberhalb der punktierten Linie) spricht fiir einen
Antagonismus.

Hier implizieren somit nur einzelne Datenpunkte einen Synergismus bei insgesamt allerdings
nicht konsistentem Ergebnis, so dass ein Synergismus fur Daunorubicin und HDACI | nicht
konklusiv gezeigt werden kann.



3.3.3 Kombinationsversuche zur THP-1-Zellprolife

unter der Kombination von Bortezomib mi

(Kombination von Ritonavir und Bortezomib siehe 3.3

3.3.3.1 Bortezomib und Valproat
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82

t anderen Inhibitoren

Ein Synergismus zwischen Bortezomib und Valproat lasst sich in diesem

Kombinationsversuch nicht erkennen.

Tabelle 3.10: Einfluss von Bortezomib und Valproat

auf die Proliferation der THP-1-Zellen

Bortezomib
0nM 0,5 nM 1 nM 5nM 10 nM
0 mg/ml | 100,00% | 47,40% | 54,85% 52,10% | 67,35%
Valproat 2mg/ml |108,22% | 64,16% | 76,32% | 64,38% | 63,15%
5 mg/ml | 100,00% | 101,95% | 84,86% 82,01% | 66,58%
10 mg/mi 87,57% | 107,71% | 97,08% 84,74% | 75,12%
20 mg/ml 89,77% | 82,76% | 60,32% 51,68% | 40,89%
Effekt von Bortezomib und Valproat auf die THP-1
Proliferation, 48h Inkubation
c
je!
©
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o 0 mg/mi
2 mg/mi
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10 mg/ml

0nM

0,5nM 20 mg/ml
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Bortezomib
Abb. 3.28: Einfluss von Bortezomib und Valproat auf die Proliferation der THP-1-Zellen.
48 h Inkubation
In diesem Versuch (MTS-Assay, siehe Kapitel ,Material und Methoden*) senkte Bortezomib in
der hoéchsten getesteten Konzentration von 10 nM die Proliferationsrate auf 30,69%.
20 mg/ml Valproat reduzierten das Zellwachstum auf 89,77%. In Kombination beider Inhibitoren
dieser Dosen verringerte sich die Proliferationsrate auf 40,89%.
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3.3.3.2 Bortezomib und HDAC:I |

Auch in der Kombination von Bortezomib und dem Histondeacetylaseinhibitor
HDACI | zeigt sich kein Synergismus bezuglich der Proliferationshemmung der
THP-1-Zellen.

Tabelle 3.11: Einfluss von Bortezomib und HDACi | a  uf die Proliferation der THP-1-Zellen
(48 h Inkubation)

Bortezomib
0nM 0,5 nM 1nM 5nM 10 nM
O0nM | 100,00% | 93,50% | 96,01% | 92,52% 84,41%
HDACI | 30nM | 94,88% | 96,78% | 101,12% | 96,85% 88,39%
100nM | 97,05% | 99,18% | 104,07% | 91,64% 87,13%
300nM | 94,32% | 98,51% | 95,70% | 94,65% 75,42%
1uM | 83,99% | 87,61% | 82,83% | 88,35% 73,58%
3uM | 98,09% | 103,99% | 102,50% | 99,65% 78,02%

Effekt von Bortezomib und HDACI | auf die THP-1
Proliferation, 48h Inkubation

80%

C
jel
‘§ 60% -
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S 40%]
o
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20% - 30 nM
100 pMI )
s00nm HDACI |

1uM
3uM

0nM
0,5 nM
1nM 5nM

10 nM

Bortezomib

Abb. 3.29 Einfluss von Bortezomib und HDACi | aufd ie Proliferation der THP-1-Zellen.

48 h Inkubation

Bortezomib senkte hier in einer Konzentration von 10 nM die Proliferationsrate auf 84,41%.

3 uM HDACI | reduzierten das Zellwachstum nur unwesentlich auf 98,09%.

In Kombination beider Inhibitoren verringerte sich die Proliferationsrate bei den gleichen
Konzentrationen nur auf 78,02%.



3.3.3.3 Bortezomib und HDAC:I I

Die Kombination von Bortezomib und dem Histondeacetylaseinhibitor

HDACI Il l&sst ebenfalls keinen Synergismus erkennen.

Tabelle 3.12: Einfluss von Bortezomib und HDAC:I Il
(48 h Inkubation)

auf die Proliferation der THP-1-Zellen

Bortezomib
0 nM 0,5 nM 1nM 5nM 10 nM
OnM | 100,00% | 97,36% 93,65% 94,66% 89,04%
HDACI Il 30 nM 88,10% | 88,99% 91,74% | 100,59% 93,19%
100 nM 88,38% | 97,70% 97,15% 98,34% 84,96%
300 nM 91,59% | 95,37% | 103,87% | 108,41% 96,37%
1uM 97,04% | 102,65% 89,38% 86,56% 69,24%
3 uM 84,43% | 93,87% 95,96% 92,18% 77,79%
Effekt von Bortezomib und HDACI Il auf die THP-1
Proliferation, 48h Inkubation
100%-
80%-
[
i)
§ 60%-
L
O 40%
o
- 0nM
20%- 30 nM
son EM LUDACI I

Bortezomib

10 nM

Abb. 3.30: Einfluss von Bortezomib und HDAC:I Il auf
48 h Inkubation
MTS-Assay (siehe Kapitel ,Material und Methoden*).
Bortezomib senkte in einer Konzentration von 10 nM die Proliferationsrate auf 89,04%.
3 uM HDAC:I Il reduzierten das Zellwachstum auf 84,43%.
In Kombination beider Inhibitoren verringerte sich die Proliferationsrate bei den gleichen
Konzentrationen lediglich auf 77,79%.

1puM

3uM

die Proliferation der THP-1-Zellen.



85

3.3.3.4 Bortezomib und Daunorubicin

lield
Konzentrationen einen synergistischen Effekt hinsichtlich Wachstumshemmung

Die Kombination von Bortezomib und Daunorubicin in folgenden
der THP-1-Zellen erkennen:

Bortezomib 0,5 nM mit Daunorubicin 300 nM bzw. 500 nM, Bortezomib 1 nM
mit Daunorubicin 5 nM, Bortezomib 1 nM mit Daunorubicin 300 nM bzw. 500
nM, Bortezomib 5 nM mit Daunorubicin 10 nM bzw. 50 nM, Bortezomib 5 nM
mit Daunorubicin 300 nM bzw. 500 nM sowie Bortezomib 10 nM mit

Daunorubicin in den getesteten Konzentrationen von 5 bis 500 nM.

Tabelle 3.13: Einfluss von Bortezomib und Daunorubi cin auf die Proliferation

der THP-1-Zellen , (48 h Inkubation)

Bortezomib

0nM 0,5nM 1 nM 5nM 10 nM
0 nM | 100,00% | 105,94% | 96,96% | 100,11% | 89,85%
Daunorubicin 5nM | 96,36% | 103,94% | 96,70% | 104,63% | 92,26%
10 nM | 102,65% | 107,01% | 103,06% | 98,37% | 89,45%
50 nM | 119,42% | 117,75% | 108,37% | 97,24% | 79,66%
100 nM | 106,30% | 119,00% | 109,04% | 104,45% | 83,62%
300nM | 81,42% | 85,14% | 72,40% | 70,24% | 53,21%
500 nM | 43,22% | 24,48% | 22,41% | 20,72% | 12,51%
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Effekt von Bortezomib und Daunorubicin auf die THP- 1
Proliferation, 48h Inkubation

c
i)
=}
©
S
(0]
=
o
o - 0nM
10 nM
500 nM Daunorubicin
Bortezomib
Abb. 3.31: Einfluss von Bortezomib und Daunorubicin auf die Proliferation

der THP-1-Zellen. 48 h Inkubation

MTS-Assay (siehe Kapitel ,Material und Methoden*).

Bortezomib senkte etwa in einer Konzentration von 10 nM die Proliferationsrate hier auf
89,85%. 500 nM Daunorubicin reduzierten das Zellwachstum auf 43,22%.

In Kombination beider Inhibitoren verringerte sich die Proliferationsrate bei den gleichen
Konzentrationen auf 12,51%, was einem synergistischen Effekt entspricht (s. Abb. 3.32).
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10 - o Bortezomib (nM) 0.5 & Daunorubicin (nM) 5 : Cl 547.8
4 Bortezomib (nM) 0.5 & Daunorubicin (nM) 10 : Cl 914
-+ Bortezomib (nM) 0.5 & Daunorubicin (nM) 50 : Cl 3843.64
x Bortezomib (nM) 0.5 & Daunorubicin (nM) 100 : Cl 7505.68
Bortezomib (nM) 0.5 & Daunorubicin (nM) 300 : Cl 0.01
8 - v Bortezomib (nM) 0.5 & Daunorubicin (nM) 500 : CI1 0
Bortezomib (nM) 1 & Daunorubicin (nM) 5 : C1 0.02
Bortezomib (nM) 1 & Daunorubicin (nM) 10 : Cl 1095.59
¢ Bortezomib (nM) 1 & Daunorubicin (nM) 50 : CI 4025.23
@ Bortezomib (nM) 1 & Daunorubicin (nM) 100 : Cl 7687.27
6 - i1 Bortezomib (nM) 1 & Daunorubicin (nM) 300 : CI1 0
B Bortezomib (nM) 1 & Daunorubicin (nM) 500 : CI 0
% Bortezomib (nM) 5 & Daunorubicin (nM) 5 : Cl 2182.12
= @ Bortezomib (nM) 5 & Daunorubicin (nM) 10 : Cl 0.46
o) Bortezomib (nM) 5 & Daunorubicin (nM) 50 : CI 0.25
% 4 Bortezomib (nM) 5 & Daunorubicin (nM) 100 : Cl 9140
Qa A Bortezomib (nM) 5 & Daunorubicin (nM) 300 : CI 0
+ Bortezomib (nM) 5 & Daunorubicin (nM) 500 : Cl 0
@ Bortezomib (nM) 10 & Daunorubicin (nM) 5: CI 0
e Bortezomib (nM) 10 & Daunorubicin (nM) 10 : Cl 0
Bortezomib (nM) 10 & Daunorubicin (nM) 50 : CI 0
2 ~ u Bortezomib (nM) 10 & Daunorubicin (nM) 100 : C1 0
Bortezomib (nM) 10 & Daunorubicin (nM) 300 : CI 0
Bortezomib (nM) 10 & Daunorubicin (nM) 500 : CI 0
o &"°
0 2 4 6 8 10

Bortezomib

Abb. 3.32: Normalisiertes Isobologramm, Bortezomib und Daunorubicin, Zellen: THP-1.

Alle kombinierten Inhibitor-Konzentrationen mit einem combination index (Cl) < 1 (Datenpunkte
entsprechend links und unterhalb der punktierten Linie) wirken synergistisch hinsichtlich der
Proliferationshemmung. Somit zeigt sich ein Synergismus bei folgenden Kombinationen:
Bortezomib 0,5 nM mit Daunorubicin 300 nM bzw. 500 nM, Bortezomib 1 nM mit Daunorubicin 5
nM, Bortezomib 1 nM mit Daunorubicin 300 nM bzw. 500 nM, Bortezomib 5 nM mit
Daunorubicin 10 nM bzw. 50 nM, Bortezomib 5 nM mit Daunorubicin 300 nM bzw. 500 nM
sowie Bortezomib 10 nM mit Daunorubicin in den getesteten Konzentrationen von 5 bis 500 nM.
Ein CI Uber 1 (Datenpunkte rechts und oberhalb der punktierten Linie) spricht fir einen
Antagonismus.
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4 DISKUSSION

Gegenstand dieser Dissertation ist die Einsatzmdglichkeit von Protease- bzw.
Proteasominhibitoren in Kombination mit anderen innovativen antiproliferativen
Wirkstoffen in der Therapie der Akuten Myeloischen Leukamie.

Aufgrund hoher Rezidivraten, dem Uberwiegend hohen Alter der Betroffenen
(medianes Erkrankungsalter von 63 Jahren) und damit einhergehender
schlechterer Vertraglichkeit aggressiver zytostatischer Therapieregimes besteht
nach wie vor Bedarf an alternativen und ergénzenden Optionen zur Behandlung
der AML. (50, 107, 115)

Mit Bortezomib (Velcade®) als erstem zugelassenen Vertreter der
Proteasominhibitoren steht der Onkologie (wie auch anderen medizinischen
Fachgebieten) eine weitere Therapieoption zur Verfigung, deren Kombination
mit  anderen, insbesondere bereits zugelassenen antiproliferativen
Medikamenten, ein interessantes Forschungsgebiet darstellt. ¥

Hierzu bedarf es Methoden, die Zytotoxizitdt der jeweiligen Wirkstoffe
nachzuweisen und ihren Effekt auf die Aktivitat der Kkatalytischen

Proteasomuntereinheiten darzustellen:

4.1 Wahl der Methoden

Zum Nachweis der Zytotoxizitdt der verschiedenen Inhibitoren verwendete ich
das kolorimetrische CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation
Assay der Firma Promega, anhand dessen die Zellproliferation der einzelnen
Proben auf Basis der photometrisch gemessenen Absorption bei 492 nm in
Verhéltnis zueinander gebracht und prozentual ausgedriickt werden kann - es
besteht eine direkt proportionale Beziehung der Absorptionsrate mit der in den
Wells befindlichen Zahl lebender Zellen. ©%3%

Ich wahlte dieses Verfahren, da es eine standardisierte und einfach zu
handhabende Methode ist, die zahlreichen Proben mit unterschiedlichen
Konzentrationen bzw. Inkubationszeiten in Mikrotiterplatten in kurzer Zeit zu

testen.
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Ein allgemeiner Nachteil der Verwendung von Mikrotiterplatten ist in der
Vielzahl von Wells mit kleinen Volumina zu sehen, da es bei der Bereitstellung
der Proben, verglichen etwa mit Reagenzglasern, leichter zu Fehlpipettierungen
oder Verwechslungen kommen kann. Somit erfordert das Arbeiten hiermit trotz
der einfachen Handhabung des Proliferationskits eine grof3e Sorgfalt.

Mit dem Active Site Labelling mittels Anti-DansylAhx3L3VS (DALVS) Western
Blot war es aufgrund der gegebenen Zellpermeabilitéat erstmals maoglich, die
Aktivitat der katalytischen Proteasomuntereinheiten in intakten Zellen, in diesem
Fall monozytaren AML-Zellen der THP-1-Zelllinie bzw. priméaren AML-Blasten
von Patienten, darzustellen. Hierdurch wird eine genaue Beurteilung der
tatsachlichen Proteasomaktivitat lebender Zellen ermdglicht, da deren
Lysierung nicht mehr notwendig ist. *?

Vergleichend setzte ich in meinen Laborarbeiten mit dem Anti-
AdaK(bio)Ahx3L3VS  Western Blot ein  weiteres  Verfahren  zur
Aktivitatsmarkierung des Proteasoms ein. Hierbei mussten die Zellen lysiert
werden, um die katalytischen B-Untereinheiten des Proteasoms darstellen zu
konnen.

Zur Validierung der von mir verwendeten Ergebnisse nutzte ich als Kontrolle
etablierte Methoden:

Als Kontrolle der Proteasominhibition diente der etablierte Inhibitor NLVS. ©°
Bei der Darstellung der einzelnen Proteasomuntereinheiten wahlte ich die
murine Lymphom-Zellreihe EL-4 als Kontrolle, da diese in unserem Labor sowie
von Kessler et al. hinsichtlich der Darstellung der B-Untereinheiten untersucht
worden war und sowohl das konstitutive als auch das Immunoproteasom
exprimiert. ©%¢®

Hinsichtlich der Versuche zur Auslésung von ER-Stress durch Ritonavir bzw.
Bortezomib verwendete ich Tunicamycin als positive Kontrolle, da dies ein

lange bekannter Induktor von ER-Stress ist.
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4.2 Ergebnisse
4.2.1 Kombinationen mit Ritonavir

Neben dem eigentlichen Proteasominhibitor Bortezomib kam in meiner Arbeit
dem schon lange zugelassenen HIV-Proteasehemmer Ritonavir eine zentrale
Bedeutung zu, da auch ihm eine proteasominhibierende Wirkung
zugeschrieben worden war und er antiproliferative Wirkungen zum Beispiel
hinsichtlich HIV-assoziierter Kaposi-Sarkome gezeigt hatte. ©)

Ritonavir war als einzeln getesteter Inhibitor und als Kombinationspartner unter
anderem mit dem Proteasominhibitor Bortezomib besonders interessant.

Meine Ergebnisse zeigen erstmals die Zytotoxizitdt von Ritonavir nicht nur
gegeniber einer humanen monoblastaren Zelllinie, sondern auch gegeniber
primaren AML-Blasten in therapeutischen Dosen. Dabei zeigen sie, dass
Ritonavir in niedrigen Konzentrationen (hier 2 und 5 uM) die Aktivitat des
Proteasoms in THP-1-Zellen steigert. Dies wurde zuvor von Gaedicke et al.
(unter anderem bei EL-4-Zellen) beschrieben - auch hierdurch wird die von mir
angewandte Methode zur Aktivitatsmarkierung des Proteasoms validiert. ©”
Zum anderen zeigte sich aber, dass Ritonavir selbst in hohen aber noch
pharmakologisch relevanten Dosen (bis 40 uM) keineswegs das Proteasom
inhibiert. Es 16st vielmehr ER-Stress aus, was sich im Western Blot als
vermehrte Expression der UPR-assoziierten Proteine BiP, CHOP und PDI
widerspiegelt.

Hinsichtlich der Wirkung von Bortezomib zeigen meine Ergebnisse, dass dieses
ebenfalls zytotoxisch auf die THP-1-Zellen und die primaren AML-Blasten wirkt,
in Ubereinstimmung mit friiheren Daten anderer Untersucher bei AML-Zelllinien
und Primérzellen.®4 119

Bortezomib inhibiert selektiv die katalytischen R1(i)- und R5(i)-Untereinheiten
des Proteasoms; in den hier verwendeten Dosen hingegen nicht die B2(i)-
Untereinheiten. Dies wurde auch von Berkers et al. bei EL-4 Zellen
beschrieben. ™

Darlber hinaus konnte ich bestétigen, dass Bortezomib ER-Stress ausldst; hier

bei THP-1-Zellen und primaren AML-Blasten von Patient 2.
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Dies wurde von Nawrocki et al. (2005) sowie Lee et al. (2003) schon bei
anderen Neoplasien dargestellt. '+ %

Als ein zentrales Ergebnis meiner Versuche stellte sich zudem heraus, dass
Bortezomib und Ritonavir einen synergistischen Effekt auf die
Proliferationshemmung von THP-1-Zellen haben. Unter Berucksichtigung der
oben dargelegten Ergebnisse ist davon auszugehen, dass der in den
Kombinationsversuchen deutlich gewordene Synergismus dieser beiden
Wirkstoffe nicht auf einer direkten synergistischen Hemmung der [B1-/B85-
Untereinheiten des Proteasoms beruht. Die synergistische Wirkung kommt
zumindest unter anderem durch ein Zusammenspiel von ER-Stress (jeweils
durch Bortezomib und Ritonavir) mit einer Proteasominhibition (durch
Bortezomib) zustande.

Durch gesteigerten ER-Stress ist sogar eine Sensibilisierung primar
Bortezomib-resistenter Tumorzellen (in dem Fall Sarkomzellen) mittels Ritonavir
beschrieben.®” Jene Arbeit beruht wesentlich auf den von mir hier
beschriebenen synergistischen Effekten auf die Induktion von ER-Stress
zwischen Bortezomib und Ritonavir.

Da Ritonavir als zugelassenes Medikament zur Verfiigung steht, kénnte der hier
erstmals identifizierte Synergismus Bortezomib/Ritonavir in vivo im klinischen
Experiment direkt untersucht werden. In der Tat findet eine weitere Entwicklung
dieses Therapiekonzeptes im Rahmen der nationalen multizentrischen Studie
SAKK 65/08 der Schweizer Arbeitsgruppe fur Klinische Krebsforschung statt
(SAKK 65/08: Phase | Study of Bortezomib in Combination with Nelfinavir in
Patients with Advanced Hematologic Malignancies). Hier wird allerdings
Nelfinavir anstelle von Ritonavir getestet, welches ein Nachfolgemedikament
aus der gleichen Substanzgruppe mit noch besserer Vertraglichkeit und
Aktivitat ist.

Wahrend schon die Kombination aus Ritonavir 5 yM und Bortezomib 5 nM eine
synergistische antiproliferative Wirkung auf die THP-1-Zellen hatte, zeigte sich
bei den verschiedenen primaren AML-Blasten aus Patientenblut kein
einheitlicher Effekt:
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Bei den Blasten von Patient 1 zeigt sich ein Synergismus von Bortezomib und

Ritonavir, da eine subtherapeutische Bortezomib-Dosis von 5 nM die Wirkung
von Ritonavir in einer Konzentration von 20 uM verstarkte. Die Beurteilbarkeit
ist aufgrund der sehr starken Proliferationshemmung durch Ritonavir alleine (ab
der niedrigsten getesteten Dosis von 20 uM) aber eingeschrankt. Bortezomib
alleine hemmte die Zellproliferation hier ab einer Konzentration von 10 nM.

In den Proliferationsversuchen mit den Blasten von Patient 2 lieR sich aus

methodischen Griinden der Synergismus von Ritonavir und Bortezomib nicht
feststellen:

Ritonavir alleine wirkte hier schon bei der niedrigsten getesteten Dosis
von 10 uM hemmend auf das Zellwachstum. Eine ausgepragte Proliferations-
hemmung durch Bortezomib zeigte sich aber erst ab einer Konzentration
von 20 nM.

Mittels Anti-DALVS Western Blot konnte auch bei diesen Zellen bestatigt
werden, dass Ritonavir keinen inhibitorischen Effekt auf die aktiven
Proteasomuntereinheiten hat. Hier wére eine erneute Testung mit niedrigeren
Ritonavir-Konzentrationen erforderlich gewesen, wozu jedoch keine Zellen
dieses Patienten mehr zur Verfugung standen.

Auch bei den primaren AML-Blasten von Patient 3 liel3 sich kein Synergismus

von Ritonavir und Bortezomib nachweisen. Die Wirkung von Ritonavir alleine
setzte ebenfalls bei der (kleinsten getesteten) Konzentration von 10 yM ein,
Bortezomib hemmte das Zellwachstum aber schon ab einer Konzentration von
5 nM leicht.

Diese uneinheitlichen Wirkungsprofile kénnten unter anderem auf der
unterschiedlichen Sensibilitat der AML-Blasten auf Bortezomib beruhen.

Diese wurde von Matondo et al. (2009) mit der Menge des vorhandenen 20S-
Proteasoms in Verbindung gebracht. ¢

Zudem besteht, wie bei Kraus et al. (2007) beschrieben, in primaren
Leukdmiezellen eine ausgepragte Variabilitdt hinsichtlich der Menge an aktiven
B1/1i, B2/2i und B5/5i-Untereinheiten des Proteasoms - bei konstanter
Proteinexpression. Auch dieses Muster der Proteasomaktivitat beeinflusst die

Sensibilitat gegeniber Bortezomib: Eine hohe Aktivitat der 32/2i-Untereinheiten
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oder niedrige Aktivitat der B1/1i- bzw. B5/5i-Untereinheiten bewirkt eine hdhere
Empfindlichkeit der Leukamiezellen gegeniiber Bortezomib. ©®

Eine Bortezomib-Resistenz von Leukamiezellen kann auch auf Mutation der
proteasomalen B5-Untereinheit beruhen, wie es bei der Linie THP-1/BTZ500
der Fall ist. In Versuchen von Li et al. (2010), ebenfalls unter Verwendung des
CellTiter 96 ® AQueous One Solution Cell Proliferation Assays, konnte eine
solche Resistenz mithilfe des nichtkompetetiven Proteasominhibitors 5AHQ
Uberwunden werden. Dieser bindet nichtkatalytisch an den a-Untereinheiten
des 20S-Proteasoms, was eine alternative oder komplementare Therapieoption
darstellt. ¥

Die drei Histondeacetylaseinhibitoren Valproinsaure, HDACi | und HDACI Il
wahlte ich in meinen Versuchen, da das Profil der Histondeacetylasen-
Genexpression (unter anderem) in AML-Zellen verandert ist und
eine  Hyperacetylierung durch Inhibition der Histondeacetylasen zu
Differenzierung bzw. Apoptose transformierter Zellen fliihren kann (siehe auch
Einleitung). 3 & 8Y

Wahrend ich in meinen Versuchen keine signifikante antiproliferative Wirkung
von Valproat bzw. HDACI Il alleine oder in Kombination mit Ritonavir auf die
THP-1-Zellen reproduzieren konnte, implizieren einige Datenpunkte in der
Kombination von Ritonavir mit HDACi | einen synergistischen Effekt; bei
insgesamt aber inkonsistentem Ergebnis kann allerdings kein Synergismus
konklusiv gezeigt werden. Dies gilt ebenso fir die Kombination von Ritonavir
mit dem etablierten Zytostatikum Daunorubicin - alleine gegeben hatte dieses in
der verwendeten Konzentration nur eine geringe Proliferationshemmung zur
Folge, in Kombination mit Ritonavir sprachen lediglich einige Datenpunkten fur

einen Synergismus.

4.2.2 Kombinationen mit Bortezomib

Valproat, HDACi | und HDACIi Il fuhrten als Kombinationspartner von
Bortezomib zu keiner additiven oder gar synergistischen Proliferationshemmung
der THP-1-Zellen. Lediglich in der Kombination Bortezomib und Daunorubicin
zeigte sich hier eine synergistische Wirkung. Dabei liegt die verwendete
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Konzentration des Daunorubicin mit 500 nM in etwa bei der Halfte der
erreichten Plasmakonzentration bei einer Standard-AML-Therapie mit

Daunorubicin 50 mg/m?.

4.3 Schlussfolgerung

Bortezomib und Ritonavir hemmen synergistisch und mit unterschiedlichem
molekularem Target das Wachstum der AML-Zelllinie THP-1.

Die Proliferation verschiedener primarer AML-Blasten wird allerdings in
unterschiedlicher Auspragung und nicht bei allen Patienten (hier bei den Zellen
von Patient 1) synergistisch inhibiert.

Wahrend Bortezomib selektiv die katalytischen 31(i)- und 35(i)-Untereinheiten
des Proteasoms inhibiert sowie ER-Stress auslost, beruht die zytotoxische
Wirkung von Ritonavir (zumindest unter anderem) auf der Induktion von ER-
Stress, ohne dass es zusatzlich, wie zuvor postuliert, das Proteasom hemmt. ©
Physiologisch erreichbare Ritonavir-Konzentrationen hemmen das Proteasom
nicht.

Die Kombination von Bortezomib mit Daunorubicin hat ebenso einen
synergistischen Effekt.

Diese Ergebnisse konnten sich zur Entwicklung neuer Therapiestrategien bei
der AML nutzen lassen. Das vorrangige Ziel meiner Dissertation ist schlief3lich,
auf dem Boden dieser Erkenntnisse weiterfihrenden in-vitro-Studien und
letztlich klinischen Phase-1-Studien mit bereits zugelassenen Medikamenten
wie Bortezomib und beispielsweise einem HIV-Proteaseinhibitor bzw. dem
Anthrazyklin Daunorubicin den Weg zu ebnen, da bei diesen zeitnahe Resultate
und eine entsprechend rasche therapeutische Umsetzung zu erwarten sind.
Hinsichtlich der Wahl des HIV-Proteasehemmers sind dem mit starken
gastrointestinalen Beschwerden und dem hohen Risiko einer Lipodystrophie
nebenwirkungsreichen  Ritonavir andere, besser vertrdgliche  HIV-

Proteaseinhibitoren wie Nelfinavir oder Atazanavir “°

maoglicherweise
vorzuziehen.
Die vergleichbaren Resultate der beiden angewandten Labelling-Methoden

(Anti-AdaK(bio)AhxsL3sVS  Western Blot mit lysierten Zellen und Anti-
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DansylAhx;L3VS (DALVS) Western Blot mit vitalen Zellen) hinsichtlich Aktivitat
der katalytischen Proteasomuntereinheiten deuten darauf hin, dass die
Ergebnisse der neuen DALVS-Methode des intrazellularen Labellings in meinen
Experimenten valide sind. AuBerdem impliziert die Vergleichbarkeit, dass die
Post-Lysis-Artefakte bei der Proteasomaktivitatsmessung geringer sind als
bisher angenommen.

Aufgrund der einfacheren Verwendung bietet sich das intrazellulare DALVS-

Labelling fur die Zukunft an.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Ubiquitin-Proteasom-System (UPS) als Hauptabbauweg intrazellularer
Proteine ist malRgeblich an der Homo6ostase des eukaryotischen Organismus
aber auch an der Pathogenese verschiedenster Krankheiten beteiligt.

Als Teil des ERAD-Systems (ER-Associated Degradation) mit seinen
komplexen Signalwegen kommt dem Proteasom eine zentrale Bedeutung in
Zelliberleben oder Zelltod in Form von Apoptose zu.

Durch eine medikamentdse Inhibition des Proteasoms mittels Bortezomib, dem
ersten zugelassenen Vertreter aus der Gruppe der Proteasominhibitoren, kann
die Apoptose maligner Zellen ausgeldst werden. Dies geschieht unter anderem
Uber eine Hemmung des Zellzyklus, eine Inhibition von Pro-Survival-Signalen
wie NF-kB und in besonderem Mal3e durch die Induktion von ER-Stress.

Trotz des hohen therapeutischen Potentials von Proteasominhibitoren ist relativ
wenig Uber die Aktivitatt und Funktion des Proteasoms in menschlichen
malignen Zellen bekannt. Ein Grund dafir ist, dass sich die Aktivitat dieses
Enzymkomplexes mit herkobmmlichen zellbiologischen Techniken wie Western
Blot oder PCR nicht direkt ermitteln lasst, da diese Untersuchungen nichts tber
die Aktivitat der katalytischen Proteasomuntereinheiten aussagen kénnen.

Mit Hilfe der von einem kovalent bindenden Proteasominhibitor abgeleiteten
Affinitatssonde DansylAhxsL3VS (DALVS) werden in dieser Arbeit erstmals
selektiv die aktiven Proteasomuntereinheiten in vitalen malignen humanen
hamatopoetischen Zellen dargestellt. Wie erwartet konnte die selektive Wirkung
von Bortezomib auf die B1/B5 katalytischen Untereinheiten des Proteasoms
bestétigt werden.

Da postuliert wird, dass auch der HIV-Proteaseinhibitor Ritonavir eine
proteasominhibierende Aktivitdt hat (und dieses Medikament damit potentiell
sehr interessant fur die Therapie hamatologischer Neoplasien sein konnte),
untersuchte ich den Effekt von Ritonavir auf eine AML-Zelllinie sowie primare
AML-Blasten mittels der Methode der AffinitAitsmarkierung. Ich konnte dabei
deutlich zeigen, dass Ritonavir in den klinisch relevanten Konzentrationen das

Proteasom nicht inhibiert. Erstaunlicherweise fihrte Ritonavir jedoch, ganz
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ahnlich wie Bortezomib, zu einer der Proteasominhibition nachgeschalteten
Aktivierung der Unfolded Protein Response (UPR), welche fiir die Induktion von
Apoptose verantwortlich ist. Obwohl also Ritonavir das Proteasom nicht
inhibiert, bewirkt es eine &@hnlich effektive Aktivierung der UPR wie Bortezomib
und hemmt in Kklinisch relevanten Konzentrationen die Proliferation von AML-
Zelllinien und primaren humanen Blasten.

In Synergismus-Tests konnte ich daraufhin zeigen, dass die Kombination von
Ritonavir und Bortezomib synergistisch das Wachstum der AML-Zelllinie THP-1
hemmt. Dieser Synergismus liel3 sich bei einer von drei getesteten Proben von
primaren humanen AML-Blasten bestétigen.

Andere in der derzeitigen Entwicklung befindliche potentielle Therapeutika fur
die AML, wie die Histondeacetylasehemmer Valproat, HDACi | und HDACI I
sowie das Anthrazyklin-Zytostatikum Daunorubicin, zeigten keine bzw. im Fall
von HDACi | respektive Daunorubicin keine eindeutige synergistische
Zytotoxizitat in Kombination mit Ritonavir.

Die Kombination von Bortezomib mit Daunorubicin zeigte dagegen eine
synergistische Wirkung.

Insgesamt konnte ich durch meine experimentelle Arbeit zeigen, dass
Bortezomib und Ritonavir Uber unterschiedliche Mechanismen (Bortezomib
durch Proteasominhibition, Ritonavir unabhangig von Proteasominhibition)
synergistisch ER-Stress induzieren und das Wachstum der AML-Zelllinie THP-1
hemmen.

Diese Ergebnisse stehen nun fir die weitere Entwicklung neuer onkologischer
Therapiekonzepte zur Verfigung. Die Tatsache, dass es sich bei den drei
synergistisch und mit unterschiedlichen Mechanismen wirkenden Stoffen
(Bortezomib, Daunorubicin, Ritonavir) um bereits zugelassene Medikamente
handelt, pradestiniert sie flr zeitnahe klinische Studien aul3erhalb der

kommerziellen Medikamentenentwicklung.
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