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Kurzreferat

Das Proteasom dient dem Abbau von Proteinen in der Zelle. Die Inhibition des Proteasoms
fuhrt durch die Beeinflussung zentraler zellularer Prozesse und Akkumulation nicht
funktionsfahiger Proteine zu proteotoxischem Stress bis zum Zelltod. Proteasominhibitoren
werden aufgrund des hohen Proteinstoffwechsels in malignen Zellen zur Therapie des
Multiplen Myeloms in der Hamato-Onkologie eingesetzt. Proteasominhibitoren kénnen zudem
Uber die Stabilisierung des Inhibitors von NF-kB die entziindliche Aktivitdt in Tumoren
beeinflussen. Das maligne Melanom bietet als Neoplasie mit hohem Malf3 an Inflammation und
Metastasierung einen vielversprechenden Angriffspunkt fir Proteasominhibitoren.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirkung von Proteasominhibitoren auf Melanomzellen
analysiert. Es konnte bestétigt werden, dass der Proteasominhibitor BSc2189 die
Proteasomaktivitdit der B5- sowie [5i-Proteasomaktivitdit und der Proteasominhibitor
ONX-0914 die Proteasomaktivitat der B5i-Untereinheit inhibiert. Die Analyse der Zytotoxizitat
von Proteasominhibitoren zeigte eine Reduktion der Viabilitat in mehreren Melanomzelllinien.
Die Analyse des Inhibitors BSc2189 erbrachte den Nachweis der Beeinflussung des
Zellzyklus, des Zelltodes und der Inflammation bei nur geringer Wirkung auf Fibroblasten.

Die in vitro-Analysen der Proteasominhibitoren BSc2189 und ONX-0914 in Melanomzellen
dienen als vielversprechender Ausgangspunkt fur in vivo-Versuche sowie fir in vitro-
Kombinationen mit anderen Chemotherapeutika und Immunmodulatoren. Dadurch kann die
Rolle von Proteasomen in Neoplasien besser verstanden und deren Inhibition moglicherweise

in Zukunft verbessert klinisch eingesetzt werden.

Schlisselworter:
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Inhaltsverzeichnis

ADDIAUNGSVEIZEICNNIS ...ttt nnnnnee 6
TabelleNVerzZEICNNIS.........oooiiie 8
ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ... e et e e e e e e e e ettt ee e e e e e e e e easataa e e aeaaeeennnes 9
O Y1010 o 1 o SR 13
1.1  Das Ubiquitin-Proteasom-SYStEM.........ccoouiiiiiiiiii e 13
1.2 DAS PrOtEASOIM ....cceiiiiiiiii et ieetti sttt e e et e e e e e s e e e e e e e e nnnr s 13
RGN D= S (0910 010 gToT o] o {=T=T] ] o [P 14
1.4  Proteasom-abhangige zelluldare Prozesse und Signalwege ...........cccceeveeeeriiiiiinnnnnn. 15
1.5  ProteasominnibitOren ..........cccuuiiiiiiiiiiii e 17
1.6  Das maligne MelanOm...........oouiiiiiiiii i 18
1.7 Resistenzen in der medikamentdsen Krebstherapie.............ccoovvvviiiiiiii e, 19
1.8 Einsatz von Proteasominhibitoren in Melanomzellmodellen ...............cccoeeeeeeeee. 20
1.9 ZIBISEBIZUNG ... 20
2. Material und MethOden .........cooo i 21
P2 R V= L= £ =L PRSP PP PPPPPPPPPPI 21
211 LT - L PP PP PP PSPPPPPPRPTPR 21
2.1.2  CREMIKAIEN ... 21
2.1.3  Gebrauchs- und PUfferloSUNGEN...........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeees 22
214 ]S 23
2.1.5  ZytoKinNe UNd ProteINE .........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiii e eeneee 24
2.1.6  Verbrauchsmaterialien ..............ccccooommmmmimiiiii e 24
2.1.7 NUKIEOTAE ... 24
2.01.8  ANTKO PO ... e et aeeeeeaee 25
2.1.9 ProteasominnibIitOren ... 25
0 0 O o | 1= 1T = 26

2.2 MENOUEN ...ttt 27
221  Zelllinien und ZellKUILIVIEIUNG .......iiie e e e 27



2.2.2 Proteinbiochemische MEthOGEN .........vveiieeee e 31

2.2.3 Molekularbiologische MethOoden ..........ccoiiiiiiiiiiiiiei e 34
2.2.4  ProteasomaktivitatsShesStimmuUNG........cccoiviiiiiiiii e 35
2.25 KASTAlVIOIETE ASSAY ... 36
2.2.6  SCIALCN ASSAY .....uuuuiiiiiiiiiiiitie e 36
2.2.7  Zelltod-MEtNOUEN ........uuiiiiiiiiii e 37
2.2.8 FACS-Transporter-AnNalySe .......ccoooe i 37
229 Bodipy-BSC2189-ANAlYSE.......cooieieeeeeeeeeeeee e 38
2.2.10  ZellzZyKIUS-ANAIYSE .......uuiiiiiiiiiiiiiiii e 38
2.2.11 Biomathematische Methodik und statistische Auswertung................ccccccuvvuees 38
EFEIMISSE ...ttt 40
3.1 Analyse der Proteasomkomplexe in Melanomzellen............cccocvvvvvviiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 40
3.1.1  Proteasomaufbau in humanen Melanomzellen............ccccccoiiiiiiiiiiiieiiniinne, 40
3.1.2  Stimulation des Immunoproteasoms in humanen MeWo-Zellen ...................... 40

3.1.3  Nachweis eines funktionalen IFNy-Signalweges in MeWo- und MeWo0gw-Zellen

...................................................................................................... 41

3.2 Analyse der inhibitorischen Aktivitat der Proteasominhibitoren............................... 42
3.2.1 Charakterisierung von Proteasominhibitoren anhand gereinigter

PrOtEASOMKOMPIEXE ... . ittt 42

3.2.2 Inhibition zellularer Proteasomen humaner MeWo-Zellen durch BSc2189 und
o018 (Y4011 011 o T TP 45

3.3 Untersuchung der Zellviabilitdt unter Behandlung mit Proteasominhibitoren .......... 47

3.3.1  Anderung von Zellwachstum und -morphologie von Melanomzellen durch

Behandlung mit ProteasominhibitOren ...............uuuuiuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieieeeeeeeeeeees 47
3.3.2 Viabilitat humaner MeWo-Zellen unter Proteasominhibition.............c..cooevvenn.... 48
3.3.3 Viabilitatsreduktion humaner Melanomzellen durch ONX-0914 ..........c..c......... 50

3.3.4  Viabilitdtsreduktion von BRAF-Wildtyp und BRAF-mutierten humanen

Melanomzellen durch BSc2189 und BOrteZOMmMID ........venienieieeiee e eans 51

3.3.5 Viabilitatsreduktion von BRAF-Inhibitor-resistenten Melanomzellen durch

ProteaSOMINNIDITEOIEN . .ceeieeeee ettt et et e e e et e ennanns 52



3.4  Analyse des Zelltods durch BSc2189 in MeWo-Zellen .........ccccooeevviiviiiiiiiiiieeeeciiin, 53

34.1 Untersuchung des Zelltods..........ooeuiiiiiiii e 53
3.4.2  AKLVIErUNG der CaSPASE-3 ....uuceiiieeeiieeiiiiiis e e e e e e eeettas s e e e e e e e et s e e e e e e enarea s 53
3.5 Analyse der Beeinflussung des Zellzyklus durch BSc2189...........ccccovvvviiiinieeennennns 55

3.6  Vergleich des Effluxes von Proteasominhibitoren durch MDR-Transporter in MeWo-
{1 o 56

3.7  Einfluss von BSc2189 auf den NF-KB-SIgnalweg ............ccovvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee, 57
3.8  Analyse der Beeinflussung muriner Melanomzellen durch Proteasominhibitoren ...58

3.8.1 Expression von Immunoproteasom-Untereinheiten in murinen

MeIANOMZEIINIEN ...t e e e e aeeas 58
3.8.2  Analyse von IkBa in Hgf-Cdk4-Zelllinien...........ooooooeeiieeen 59
3.8.3  Analyse der Viabilitat muriner Melanomzellen ..., 59

3.9 Migrationsbeeinflussung von Melanomzellen durch BSc2189 ...........cccccoeeveieeininn, 61
B, DISKUSSION ....ceeiiiiie ittt e e e et e e e e e e e e e e e 62
4.1  Proteasomkomplexe in den untersuchten Melanomzelllinien.............cccccoeeeeeiiinnn, 62
4.2  Inhibition von Proteasom-Untereinneiten............ccuvvviiiiiiiiiiiiiiiiece e 63
4.3  Zytotoxizitdt von BSc2189 und ONX-0914 auf Melanomzellen............ccccoeeeeeeinnnns 64
4.4  Metastasierungsbeeinflussung unter Behandlung mit BSc2189 ...........cccceeeeeeineee 65
4.5 Beeinflussung von Signalkaskaden durch BSC2189.........c.ccccoeiiiiiiiiiiiiiiiineeeeeeeeei, 65
4.6  Proteasominhibitoren und die Ausbildung von Resistenzen ...........ccccccceeeeieeeininnnn, 66
4.7  Klinischer Einsatz von Proteasominhibitoren beim malignen Melanom................... 69
5. ZUSAMMENTASSUNG .. ..cciiiiiieeee e 72
LItEratUIVEIZEICIINIS ...ttt 73
D=L = 1o U] o o PPN 97
EFENEIKIAIUNG ... ettt 99
Darstellung des BildungSWegesS.............uuvvvvrvvvrriiierniinnnnnns Fehler! Textmarke nicht definiert.



Abbildungsverzeichnis

Abbildung 1 — Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-SyStEmMS .............uuvuurmimmmimmiiiimiiiiiiiiinnnns 13
ADDIIAUNG 2 — 20S-PrOtEASOM......eeiiitiiitiiitietieeeeieeeeeeieeeeeeeebe bbb e bbb eeee e eeeeebebeebesesnnsnnnnnnnnnnnnes 14
Abbildung 3 — Strukturformeln der verwendeten Proteasominhibitoren.................ccooevvvnnnnnn. 26
Abbildung 4 — Zellviabilitat nach Behandlung mit EtOPOSId ............euvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 29
Abbildung 5 — Zellviabilitdt von BRAF-Inhibitor-resistenten Ma-Mel-66a-Zellen .................... 29

Abbildung 6 — Immunoproteasomen-Komplexe in unstimulierten humanen Melanomzelllinien

............................................................................................................................................. 40
Abbildung 7 — Aufbau des Proteasomkomplexes in MeWo- und MeWoew-Zellen ................. 40
Abbildung 8 — Proteasom-PCR-ANAIYSE ........coiiiiiiieeiiiee e 41
Abbildung 9 — IFNy-abhangiger SIgNalWeg.........ccooviiiiiiiii e 41
Abbildung 10 — Proteasomaktivitat gereinigter Proteasomkomplexe..........ccccceeeeeeeeeiiivnnnnnnnn. 42
Abbildung 11 — Proteasomaktivitat mit ONX-0914 .........cooiiiiiiiiiiiiiiin e 43
Abbildung 12 — Proteasomaktivitaten gereinigter Proteasomkomplexe mit ONX-0914 ......... 44
Abbildung 13 — Proteasomaktivitat gereinigter Proteasomkomplexe mit BSc2189................ 44

Abbildung 14 — Proteasomaktivitat gereinigter Melanom-Proteasomkomplexe mit BSc2189.

............................................................................................................................................. 45
Abbildung 15 — Zellulare Proteasomaktivitat nach Behandlung mit BSc2189 ....................... 45
Abbildung 16 — Proteasomaktivitat nach 24h Behandlung mit BSc2189................evvvvvvvvnnnnns 46
Abbildung 17 — Zellulare Proteasomaktivitat nach Behandlung mit Bortezomib.................... 46
Abbildung 18 — Proteasomaktivitat nach Behandlung mit PI-083............ccccvvviiiiiiiiiiiiiiinnnn, 47

Abbildung 19 — Morphologische Veranderung unter Behandlung mit Proteasominhibitoren .47

AbbIlduNg 20 — ZellVIabilitAt...........coooiiiiiiiiii 48
Abbildung 21 — Zellviabilitdt nach Behandlung mit Bortezomib...........ccccccovvviiiiiiiiiiiiinnnnnn. 49
Abbildung 22 — Zellviabilitat humaner Melanomzellen nach Behandlung mit ONX-0914....... 50

Abbildung 23 — Viabilitdt von BRAF-Wildtyp und BRAF-mutierten humanen

V(ST E=T 10T 0 a VA= |1 T oYL= o I TP 51

Abbildung 24 — Viabilitdt von BRAF-Inhibitor-resistenten Zelllinien............ccccccoooiiiiiinnn. 52


file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845071
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845072
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845073
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845074
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845076
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845076
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845077
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845078
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845079
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845080
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845081
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845084
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845084
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845085
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845086
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845087
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845088
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845089
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845090
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845091
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845093
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845093
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845094

Abbildung 25 — Trypanblau-Zelltod-ASSaY .........ccoiiiiiieiee e 53

Abbildung 26 — Caspase-3-INAUKLION............ouuiiiiiii e e e e e e eaanes 53
Abbildung 27 — Nachweis der aktiven Caspase-3 nach Inkubation mit BSc2189.................. 54
ADBDIIAUNG 28 — ZEIIZYKIUS ... ..ot e e e e e e e e e e e e e e eaaeeanne 55
Abbildung 29 — Chemotherapie-Resistenz-Analyse in MeWo- und MeWog-Zellen.............. 56
Abbildung 30 — FACS-Analyse des Transports von BSC2189..........ccccceevviieiiiiiiiiiiiieieeeeeeeinns 57
Abbildung 31 — NF-kB-Beeinflussung in MEWO-Zellen ............cooiiiviiiiiiiiccecciee e 57

Abbildung 32 — Nachweis von Immunoproteasom-Untereinheiten in murinen Melanomzellen

Abbildung 33 — IkBa-Degradation und Stabilisation in murinen Hgf-Cdk4-Melanomzellen ...59

Abbildung 34 — Viabilitdt von murinen B16-F10-Zellen ................euvuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienens 59
Abbildung 35 — Viabilitdt von Hgf-CdK4-ZellliNIeN ...............ueuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieneeeeeeneens 60
ADDIAUNG 36 — SCrALCN ASSAY .....eeeeeieiiieiiiiieiiiietiieeeeeeeeeeebetee bbb eeeeeeeeeeeeeeeeasebbeeeseennnbeenansnnnnnnes 61
Abbildung 37 — SCratCh ASSAY-ANAIYSE ........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieiieeeaare e ereeeeeeenee 61


file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845095
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845096
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845098
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845099
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845100
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845101
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845102
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845102
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845103
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845104
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845105
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845106
file:///C:/Users/kulla/Documents/Doktorarbeit/10.2024/Dissertation%204.docx%23_Toc181845107

Tabellenverzeichnis

Tabelle 1: AbKUrzungSVerzeiChnis ... 9
Tabelle 2: GEIALE.......cco i 21
Tabelle 3: ChemIKalIEN ........coooiiiee e 21
Tabelle 4: Losungen und PUFTEN ... 22
Tabelle 5: KItS ...cooeiieeeeeeeeeeee 23
Tabelle 6: Zytokine und ProteiNe ..........cooooiiiiiiiiiiiiii e 24
Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien ..............ooeviiiiiiiii e 24
Tabelle 8: Primer (J&€ 5 -3 ) ..ottt e e e e e e e e a e e e e aaaaae 25
Tabelle 9: Antikdrper bzw. durch Antikorper detektierte Proteine.........ccooooeevvvviiiiiinieeeeecennns 25
Tabelle 10: Proteasominhibitoren ..............ooviiioiiii e 25
Tabelle 11: Weitere Materiali@n ..........cc.uuiiiiiiiieiei e 26
Tabelle 12: Verwendete humane Melanomzelllinien ... 28
Tabelle 13: Weitere verwendete humane ZellliNien ... 30
Tabelle 14: Verwendete murine Melanomzelllinien ... 30
Tabelle 15: SHMUIALIONEN .......uiiiiiii e e e e 31
Tabelle 16: Exemplarisches PCR-Schema flir GAPDH-PCR............ccccoiiiiiiiiiiiiicie e 34

Tabelle 17:

IC50 von MeWo- und MeWokg-Zellen sowie Fibroblasten nach 48h Behandlung

L1 = ES oy R 1 TP 49

Tabelle 18:

IC50 von BRAF-Wildtyp und BRAF-mutierten humanen Melanomzelllinen nach

Behandlung mit BSc2189 und MG-132 fUr 48N ............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieiaenaeees 52

Tabelle 19:

IC50 anhand der Viabilitdt von Hgf-Cdk4-Melanomzelllinien ...........cccccccvvvveeeee. 60



Abkirzungsverzeichnis

Tabelle 1: Abkirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius
ABC ATP-binding-cassette
AMC 7-Amino-4-methylcoumarin

Arg / Arg-Substrat

Fluorogenes Z-Val-Gly-Arg-AMC Substrat
(fur Trypsin-ahnliche Aktivitat der 32/B82i-
Untereinheit der Proteasomen)

Bodipy Boron-dipyrromethene (Fluorogener
Farbstoff)

BSA Bovines Serum Albumin

bzw. beziehungsweise

CdK Cyclin-abhangige Kinase

ctrl Kontrolle

ddH.0 destilliertes Wasser

Da Dalton (1 D = g/mol)

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA Desoxyribonukleinsaure

dNTP Nukleosidtriphosphat(e)

DTT Dithiothreitol

ECL Substrat fur verstarkte Chemolumineszenz

EDTA Ethylendiamintetraacetat

ER endoplasmatisches Retikulum

Eto Etoposid

FACS Fluoreszenz aktivierte Zellsortierung /
Durchflusszytometrie

FCS Fetales Kéalberserum

FU Fluoreszenzeinheiten / Fluorescence Unit

Gewichtskraft




GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-
Dehydrogenase

h Stunde(n)

HBSS Hanks' Balanced Salt Solution

Hgf hepatozytarer Wachstumsfaktor

IC50 mittlere inhibitorische Konzentration

IFNy Interferon-gamma

IMKI Institut fir Molekulare und Klinische
Immunologie der Otto-von-Guericke-
Universitat-Magdeburg

IP Immunoproteasom(en/s)

IP-UE Immunoproteasom-Untereinheit(en) bzw.
Immunoproteasom-Komplexe

IkB Inhibitor von nuclear factor kappa B (NF-kB)

IkBa NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells) Inhibitor
alpha

i. Z.m. In Zusammenarbeit mit

JEG6 Klon der Jurkat T-Zelllinie (leuk&mischer T-
Zell Lymphoblast)

k Kilo

LM n-Dodecyl f-D-maltosid / Lauryl-f-D-
maltoside

LMP2 low molecular weight protein 2 (IP-UE B1i)

LMP7 low molecular weight protein 7 (IP-UE B5i)

MAPK Mitogen Activated Protein Kinase

MDR Multi Drug Resistance

MECL-1 Multicatalytic endopeptidase complex-like 1
(IP-UE B2i)

MEK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MeWo MeWo-Zellen

MeWo-/MeWog-Zellen

MeWo- und MeWogw,-Zellen
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MeWogw-Zellen

Etoposid-resistente humane MeWo-
Melanomzellen

MFI Mediane Fluoreszenz Intensitat

MHC Haupthistokompatibilitatskomplex

min Minute(n)

mut. mutiert

NF-kB nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer’
of activated B-cells

NHDF Fibroblasten / normal human dermal
fibroblasts

OovGU Otto-von-Guericke-Universitat

p/P- Phosphat / Phospho-

P/S Penicillin und Streptomycin (in gleichen
Anteilen)

PBS Phosphatgepufferte Salzlésung

PCR Polymerasekettenreaktion

PLX PLX-4032 (Vemurafenib)

rel. relative(n)

RFU Relative Fluoreszenzeinheiten / Relative
Fluorescence Unit

ROS Reaktive Sauerstoffradikale

RPMI Zellkulturmedium RPMI-1640

S Sedimentationskoeffizient

S. siehe

SDS Natriumlaurylsulfat

STAT1 Signal transducer and activator of
transcription 1

t Zeit

TAP Antigenpeptid-Transporter / transporter
associated with antigen processing

TBS Tris gepufferte Saline

11



TNF Tumornekrosefaktor(en)
TNFa Tumornekrosefaktor-alpha
Tris Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tyr [ Tyr-Substrat

Fluorogenes Suc-LL-Val-Tyr-AMC Substrat
(fur Chymotrypsin-ahnliche Aktivitat der g5/
B5i-Untereinheit der Proteasomen)

u. a. unter anderem

UE Untereinheit(en)

uvB Ultraviolettstrahlung im
Wellenlangenbereich von 280 bis 315nm

Vs. versus

wit Wildtyp

z.B. zum Beispiel

zVg zur Verfligung gestellt

12




1. Einfuhrung

1.1 Das Ubiquitin-Proteasom-System

Das Proteasom ist ein ubiquitdr vorkommender, zytosolisch sowie nuklear exprimierter
Proteinkomplex [1, 2]. Als Multi-Protease-Komplex spielt es eine grof3e Rolle in der Protein-
homdoostase sowie in weiteren Zellregulationsprozessen, wie zum Beispiel dem Zellzyklus, der
Apoptose und der DNA-Reparatur [1, 3—6]. Das zellulare Proteom ist permanent einem
Wandel in Form von Proteinabbau und -aufbau ausgesetzt. Zu degradierende Proteine werden
durch die verschiedenen Enzyme E1-3 ubiquitiniert (Abbildung 1) [7]. Das Proteasom erkennt

5 I P polyubiquitinierte

Ubiquitin o« / Proteine mittels Bindung
E1, E2, E3 Ut

= an die Ubiquitin-

TSN ;‘P, IS s o\
> S \ Yy assoziierte Domane und
Protein ADP vermittelt deren Abbau
Antigen [8]. Durch die

17" Presentation

hydrolysierenden B-
94 Promsome Untereinheiten (UE) 1,2
und 5 des 20S-

Proteasoms wird das

Abbildung 1 — Darstellung des Ubiquitin-Proteasom-Systems [1].

Protein schlieZlich durch irreversible Proteolyse abgebaut [9]. Dieser selektive Umsatz von
kurzlebigen regulatorischen Proteinen oder beschadigten Proteinsubstraten durch das
Proteasom ist wesentlich fir die zellularen Funktionen wie Wachstum, Entwicklung und
Lebensdauer [10-14]. Die Aufrechterhaltung der Proteinhomdostase ist besonders in Zellen
mit hohem Proteinumsatz wie Krebszellen entscheidend, da eine Akkumulation von
ubiquitinierten und beschadigten Proteinen zur Einschrénkung der zellularen Funktion bis zum
Zelluntergang fuhrt [15]. Die durch das Ubiquitin-Proteasom-System entstandenen
Oligopeptide kénnen zur MHC-I-Antigen-Prasentation und zur Induktion des adaptiven
Immunsystems dienen. Sie werden mittels TAP-Transporter ins ER transportiert und an der
Zelloberflache den zytotoxischen T-Zellen prasentiert [16]. Durch die Antigen-Prasentation von
Peptiden intrazellularen Ursprungs kann es schlie3lich zu Identifizierung und Zerstérung zum

Beispiel karzinogener Zellen durch das Immunsystem kommen [17].

1.2 Das Proteasom

Das Proteasom bildet einen wichtigen Teil des Ubiquitin-Proteasom-Systems. Es ist die
zentrale Regulationsstelle der Degradation intrazellularer, regulatorischer Proteine wie
Transkriptionsfaktoren, Zellzyklusfaktoren, Enzyme und fehlgefalteter Proteine [5]. Der

ubiquitar vorkommende Proteinkomplex besteht aus einem 20S-Kern, der katalytischen und
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proteolytischen Einheit. Bei der Entfaltung der Proteinsubstrate spielt der regulatorische
19S/PA700-Komplex eine Rolle [18]. Der 19S-Komplex wird in Assoziation mit dem 20S-
Kernkomplex als 26S-Proteasom bezeichnet [16, 19, 20]. Substrat-Rezeptoren des 19S-
Komplexes erkennen und die ATPase-UE des 19S-Komplexes katalysieren das Entfalten
abzubauender Proteine sowie regulieren den Zugang zur proteolytisch-aktiven Kerneinheit
[21]. Der IFNy-induzierbare 11S/PA28-Komplex kann an die Seiten des 20S-Kernkomplexes
binden und so die Protein-Hydrolyse erhéhen beziehungsweise modifizieren [22, 23]. Der 20S-
Kernkomplex ist aus vier heptameren Ringen zylindrisch aufgebaut. Der jeweils aul3ere Ring
besteht aus a-UE, die beiden inneren Ringe aus B-UE (Abbildung 2). Jeder der Ringe besteht
aus sieben UE. Nur drei der sieben B-UE sind relevant fir die Proteolyse: f1/Delta, $2/Z und
B5/MB1. Wegen unterschiedlicher proteolytischer Eigenschaften werden diese als Caspase-
ahnliche (B1), Trypsin-ahnliche (82) und Chymotrypsin-&hnliche (85) Aktivitaten bezeichnet [8,
24, 25].

1.3 Das Immunoproteasom

In Saugetieren kann es als Antwort auf inflammatorische Zytokine wie Interferon-gamma
(IFNy) zur de novo Synthese von Proteasomen mit anderen B-UE kommen [26, 27]. Diese
Isoformen werden als Immunoproteasomen (IP) bezeichnet. Somit entsteht unter Vermittlung
von Typ-I/ll-Interferon ein IP durch Induktion der Expression und des Einbaus der katalytischen
UE BLli/LMP2, B2I/MECL-1 und B5i/LMP7 anstelle der katalytisch-aktiven B-UE des
Standardproteasoms (Abbildung 2) [28—-31]. Die Gene fur B1i/LMP2 und B5i/LMP7 liegen auf

dem MHC-11-Genlokus des

o7 gz Pl at 2 a?’ g7 ol _  Chromosoms 6, benachbart zu dem
! 2 a2 ! 2 " .
6 pe’ B3 e s a6 p6’ 5 % 6 Gen des fur die
' 3 ’ 3 : : .
ab' gg B 3 ) o5 ab “® a5  Antigenprozessierung zustandigen
p
a4 B4 o4 4 B4 o4 _
% & Transporters in das ER (TAP1-2)
Standardproteasom Immunoproteasom 26 32]. Das Gen fiir B5I/LMP7 hat
Abbildung 2 — 20S-Proteasom: Darstellung der zylindrisch zwei Spleivarianten, die als E1 und
aufgebauten 20S-Kernkomplexe des Proteasoms mit a und (- E2 bezeichnet werden [33, 34]. In
Untereinheiten. Im Vergleich zum Standardproteasom sind die im ’ )
Immunoproteasom verénderten B-Untereinheiten B1i/LMP2, Abwesenheit der inflammatorischen

B2i/MECL-1 und B5i/LMP7 schematisch illustriert [36].
Signale werden anstelle der IP-UE

Untereinheiten der Standardproteasomen gebildet [35, 36]. In Zellen der Hamatopoese und
des Thymus erfolgt die Expression von Immunoproteasom-Komplexen (IP-UE) konstitutiv [21].
IP-UE sind auch ohne Induktion durch IFNy in verschiedenen nicht-malignen und maligne-
entarteten Zellen exprimiert [37, 38]. Hierbei handelt es sich meist um ,gemischte” oder
intermedidre  Proteasomkomplexe, bestehend aus katalytischen UE sowohl des

Standardproteasoms als auch des IP [36, 39—41]. Zudem kann sich die Expression der UE der
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je 2 vorliegenden Ringe des Proteasoms und auch die Expression von IP-UE in Zellen eines
Zellverbands unterscheiden. Aufgrund hoherer proteolytischer Aktivitat des IP-20S- und des
IP-26S-Proteasoms unter inflammatorischen Bedingungen koénnen IP-UE enthaltende
Proteasomkomplexe Anforderungen an Zellen mit hoherem Proteinumsatz besser
nachkommen [17, 42, 43]. So entsteht bei der Expression von IP-UE in Antigen-
prasentierenden Zellen wie z. B. dendritischen Zellen eine héhere Anzahl an Peptiden zur
MHC-I-Prasentation [44]. Neben dieser hdheren proteolytischen Aktivitat wurde auch ein
breiteres Repertoire der prozessierten Peptide zur Antigenprasentation gezeigt [25, 45]. Der
Einbau der IP-UE B1i/LMP2 und B2i/MECL-1 in Proteasomkomplexe erfolgt in Abhangigkeit
der Expression von B5i/LMP7 [37]. Wegen der Effizienz in der Proteindegradation spielen IP-
UE eine bedeutende Rolle in der Regulation der Proteinhomdostase unter
proinflammatorischen Bedingungen und somit der Zellproliferation, -differenzierung,
Gentranskription sowie weiterer zelluldrer Signalwege [21]. Es wurde zudem gezeigt, dass
Immunoproteasomen oxidativen Stress durch den effizienten Umsatz geschéadigter Proteine
und damit die Bildung schédlicher Proteinaggregate verringern [43, 46, 47].

1.4 Proteasom-abhangige zellulare Prozesse und Signalwege

Wie bereits erwahnt beeinflusst das Proteasom neben der Epitop-Prozessierung zur Antigen-
Préasentation viele weitere miteinander verbundene Zellfunktionen wie Apoptose, Zellzyklus,
Zellproliferation, Regulation von Transkriptionsfaktoren, Adhasion, Migration und Chemotaxis
[48-52].

Zellzyklus und Zellwachstum werden durch Cycline sowie Cyclin-abhangige Kinasen (CdK)
reguliert, die wiederum der Kontrolle des proteasomalen Abbaus unterliegen [53]. Zellzyklus
und Apoptose sind miteinander verbunden. Wird beispielsweise wahrend der Synthese-Phase
des Zellzyklus fehlerhafte DNA synthetisiert, deren Zusammensetzung nicht mehr durch
Reparaturmechanismen korrigiert werden kann, wird die Apoptose der Zelle eingeleitet. Die
Apoptose lauft im Vergleich zur Nekrose, als weitere Form des Zelltods, als kontrollierter
Zelltod ohne Entziindungsreaktion ab. Dabei werden morphologische Veranderungen in den
Zellen durch Kondensation und DNA-Fragmentation ausgelost [54]. Die Apoptose wird sowohl
durch intrinsische Mechanismen (u. a. durch die Proteine Bim, Bax, Bak, PUMA und NOXA)
als auch durch extrinsische Wege (u. a. ,Todesrezeptoren“ wie TNF-Rezeptoren) initiiert [55].
Caspase-Kaskaden bilden die gemeinsame Endstrecke der intrinsischen und extrinsischen
Apoptose-Induktion. Die Signalgebung tUber Caspase-3 als Teil der Caspase-Kaskaden ist fur
Krebszellen etabliert [56, 57]. Die Apoptose kann weiterhin unter anderem Uber die Regulation
von p53 durch das Proteasom beeinflusst werden [58]. p53 ist ein wichtiges
Tumorsuppressorprotein, das als Transkriptionsfaktor bei der Vermeidung der Tumorgenese

vieler Krebserkrankungen eine wichtige Rolle spielt, indem es bei Vorliegen eines fehlerhaften
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Genoms einen Zellzyklusarrest zur Induktion von Reparaturmechanismen und auch zur
Apoptose induzieren kann. Das Protein p53 unterliegt dem proteasomalen Abbau. Durch den
Einsatz von Proteasominhibitoren kommt es zur Stabilisierung und Akkumulation von p53 und
somit zur Apoptose [59-61]. Die Apoptoseinduktion durch Proteasominhibitoren wird weiterhin
unter anderem auf die Caspase3/7-Aktivierung sowie die geférderte Expression von Bim und
NOXA zurtickgefihrt [62—66].

Der Transkriptionsfaktor STAT1 wird durch verschiedene Zytokine wie IFNy mittels
Phosphorylierung aktiviert. Die Aktivierung des STAT1-Signalwegs induziert die Apoptose,
fuhrt zum Zellzyklus-Arrest und damit zu vermindertem Zellwachstum [67, 68]. Das durch
Proteasominhibition stabilisierte STAT1 ist weiterhin an der Regulation von Zellmigration und
-adhasion beteiligt [69]. Es wurde gezeigt, dass die STAT1-Phosporylierung unter Inhibition
von B5i/LMP7 reduziert ist [70].

Das Proteasom ist auch Uber die Regulation der Aktivitat des Transkriptionsfaktors Nuklear
faktor-kB (NF-kB) an vielen zellularen Prozessen beteiligt. So ist NF-kB unter anderem ein
wichtiger Mediator der Krebsentstehung und -progression [71]. Im unstimulierten Zustand ist
das NF-kB-Dimer durch Inhibitoren von NF-kB wie IkBa im Zytosol gebunden. Durch TNFa-
Stimulation wird tber den klassischen NF-kB-Weg durch Phosphorylierung die IkB-Kinase 3
aktiviert [72]. Dies fuhrt zu einer Poly-Ubiquitinierung und schlie3lich zum Abbau von IkBa
durch das Proteasom [73]. Durch die folgende Aktivierung von NF-kB werden unter anderem
inflammatorische Mediatoren und Reaktive Sauerstoffradikale (ROS) freigesetzt, die Uber
DNA-Schaden zu Mutationen und Tumorgenese fihren [74]. In Kombination mit der
Degradation der extrazellularen Matrix durch epithelial-mesenchymale Transition mit
mdoglicher Loslésung von Tumorzellen aus einem Zellverband fuhrt die NF-kB-Aktivitat zur
einer hdheren Metastasierungswahrscheinlichkeit [75]. Des Weiteren werden durch den NF-
kB-Signalweg Gene fir Zellwachstum (u. a. Cyclin-D), Chemokine und Zytokine aktiviert.
Andererseits vermittelt NF-kB auch die Immuntberwachung von Tumoren Uber die Aktivierung
von T-Zellen [76]. Es zeigte sich, dass die NF-kB-Aktivitat iber die Inhibition von IkBa sowohl
in vitro als auch in vivo durch Proteasominhibitoren hemmbar ist und es somit Auswirkungen
auf diese zellularen Prozesse gibt [77]. IkBa dient als Indikator fir die Beeinflussung der
zellularen Proteinhomdostase bei Proteasominhibition [78]. Zellalterungsprozesse durch
fehlgefaltete Proteine, welche durch Proteasomkomplexe abgebaut werden, sowie Schaden
durch oxidativen Stress unterstreichen das mutagene Potential der Dysfunktion von
Proteasomen bis hin zu maligner Transformation [1, 79]. Aufgrund der erhohten
Proteinsynthese von malignen Zellen fallen mehr Proteine bei Hemmung des Proteasoms an
[54, 58]. Die dabei akkumulierenden destruierten Proteine flhren in entarteten Zellen mit
hohem Proteinumsatz, wie z. B. in Plasmazellen beim Multiplen Myelom, zur Apoptose [80].

Dadurch erscheint eine Behandlung mit Proteasominhibitoren besonders wirkungsvoll [81].
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1.5 Proteasominhibitoren

Proteasominhibitoren wurden historisch zunachst eingesetzt, um die katalytischen Zentren der
Proteasomkomplexe zu hemmen und deren katalytischen Mechanismus naher zu verstehen
[1]. Proteasomdysfunktion oder -inhibition fuhrt zu intrazellularer Akkumulation von
ubiquitinierten Proteinen mit der Entstehung von ROS und schlie3lich zur Apoptose [43].
Aufgrund der Beeinflussung vieler verschiedener proteasomal-regulierter, zellularer
Funktionen hat der Einsatz von Proteasominhibitoren komplexe Auswirkungen auf Zellen und
Organismen [52]. Dysregulation der Proteasomen spielt eine Rolle sowohl bei der
Pathogenese als auch bei der Behandlung von Krebs, Infektionen, autoimmunen,

neurodegenerativen sowie kardialen Erkrankungen [46].

Das reversibel-bindende Boronat Bortezomib (PS-341, Velcade) wurde als erster
Proteasominhibitor 2003 zur Therapie des Multiplen Myeloms zugelassen [82, 83]. Fur
Bortezomib wurde in Zellen des Multiplen Myeloms gezeigt, dass Chemotaxis,
Neoangiogenese und die Expression von Adhasionsmolekilen aufgrund der Transkription von
NF-kB-abhangigen Proteinen beeinflusst wird [84]. Wahrend und nach der Therapie zeigten
sich wiederkehrend starke Nebenwirkungen (u. a. Neurotoxizitat, Kardiotoxizitat,
Hamatotoxizitat, gastrointestinale Symptome und Elektrolytstérungen) [85]. Weiterhin besteht
aufgrund von Resistenzen, Rezidiven und der geringen Spezifitat fur entartete Zellen die
Notwendigkeit der Charakterisierung und Zulassung weiterer Proteasominhibitoren [83, 86—
90]. Seitdem wurden mit Carfilzomib und dem reversibel-bindenden Boronat Ixazomib weitere
Inhibitoren mit verbesserten Eigenschaften fir die Therapie zugelassen, ohne
Anwendungsbereiche solider Tumore erfolgreich zu erschlieen [49, 91-93]. Die irreversibel-
bindenden Epoxyketon Proteasominhibitoren Epoxomycin und Carfilzomib zeigen in geringer
Konzentration eine spezifische Hemmung der B5/B5i-UE und nachfolgend der 2/32i-UE [77].
Aufgrund geringerer allgemeiner Zytotoxizitat wird Carfilzomib im Unterschied zu Epoxomycin
klinisch verwendet [94—-97]. Bortezomib, Ixazomib und Carfilzomib inhibieren mit ahnlich hoher
Potenz die B5/B5i-UE der Proteasomen [98, 99]. In hOéherer Konzentration oder langerer
Applikation werden jedoch auch die B1/B1i- und B2/B2i-UE unspezifisch gehemmt [100-102].

MG-132 dient als reversibler und unspezifischer Proteasominhibitor vor allem als chemische
Ausgangssubstanz zur Entwicklung weiterer Proteasominhibitoren und kommt aufgrund
schwerer Neurotoxizitat nicht fir klinische Anwendungen in Frage [1, 103]. Ausgehend von
der Struktur von MG-132 wurden die Proteasominhibitoren der BSc-Klasse synthetisiert. Dabei
wurde als Vorteil fur den Inhibitor BSc2118 im Vergleich zu MG-132 ein starkerer Effekt auf
die Zellviabilitdt von Melanomzellen beobachtet. Zudem wurde die Induktion des Zellzyklus-
Arrests und eine IkBa-Stabilisierung festgestellt [104]. Der hier verwendete Inhibitor BSc2189

zeigt entsprechend erster Analysen eine starke B5-spezifische Hemmung mit nur geringer
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Beeinflussung der B1-UE [105-108]. Die weitere mechanistische und zytotoxische Analyse

des bislang nur gering untersuchten Proteasominhibitors steht im Fokus dieser Arbeit.

Der reversible Proteasominhibitor PI-083 wurde nach strukturellem Screening in silico als p5-
Inhibitor identifiziert [109-111]. Dabei zeigte sich, dass PI-083 die Zellproliferation von
malignen Zellen hemmt und Apoptose induziert. Zudem wird eine Beeinflussung der 6-UE
der Proteasomen und im folgenden Auswirkungen auf die katalytischen Einheiten proklamiert
[109, 112]. Weitere préklinische Analysen des Inhibitors wurden fur notwendig befunden,

weswegen eine Miteinbeziehung dieser Substanz erfolgte [113].

Immunoproteasominhibitoren stellen aufgrund bislang nachgewiesener hoher Effektivitat
einen vielversprechenden therapeutischen Ansatz dar [114]. Mehrere Substanzen wurden
entwickelt und werden aktuell in praklinischen und klinischen Studien zur Therapie von
Inflammation, Autoimmunerkrankungen und hamatologischen Neoplasien getestet [114]. Der
irreversible Epoxyketon-basierte Proteasominhibitor ONX-0914 (PR-957) wurde aufgrund
seiner Spezifitat der Inhibition der IP-UE B5i/LMP7 mit dem Ziel der Therapie von
Autoimmunerkrankungen vielversprechend analysiert [70, 115-118]. In B5i/LMP7-haltigen
Krebszellen konnte dabei eine hohere Sensitivitat der Therapie mit Proteasominhibitoren,
insbesondere mit ONX-0914 gezeigt werden [119].

Die Wirkung der Proteasominhibitoren hangt von Dauer, Konzentration und Zellart ab.
Entsprechend dieser Kriterien flhrt der Einsatz der Substanzen zum Zelltod durch Apoptose
unter Beeinflussung des Zellzyklus [1]. Zusammenfassend bestétigen bisherige Analysen eine
effektive Beeinflussung des Zellwachstums besonders von hochproliferativen Zellen wie

Krebszellen durch Proteasominhibitoren [120].

1.6 Das maligne Melanom

Krebserkrankungen sind mit 23,2% die 2.-haufigste Todesursache in Deutschland (2023,
[121]). Das maligne Melanom ist mit 3,4% die 6.-hdufigste Krebsart in Europa [122]. In
Deutschland kam es von 1999 bis 2012 zur Zunahme der Inzidenz um die Halfte bei weiter
steigender Tendenz [123, 124]. Das metastasierte Melanom ist bei einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von 10% fiir 60% der Mortalitat aller Hautkrebsarten verantwortlich [125, 126].
In Deutschland starben 2023 4501 Menschen am malignen Melanom [121]. Die Letalitat des
malignen Melanoms ist auf eine friilhe Metastasierung, hohe Plastizitat und hohe Rate an
Rekurrenz zurtickzufuihren [122]. Das maligne Melanom zeichnet sich aufgrund hoher NF-kB-

Aktivitat durch ein hohes Mal} an Inflammation und Metastasierung aus [74, 127].

In den letzten Jahren kam es durch die Einfihrung von BRAF- und MEK-Inhibitoren sowie
Immuncheckpoint-Inhibitoren zu einer Erweiterung der Therapieoptionen [128]. Die 2002

erstmals beschriebenen Mutationen im Gen BRAF sind in Gber 40% der malignen Melanome
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vorhanden [129, 130]. Die Mutation V60OE macht dabei den grofiten Anteil aller BRAF-
Mutationen aus [131, 132]. Die Rate der BRAF-Mutationen ist beim metastasierten Melanom
mit 41-55% weiter erhoht [133]. Das Gen BRAF kodiert die Proteinkinase B-Raf, welche in den
Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) Signalweg involviert ist [134]. Aufgrund der
aktivierenden Mutation mit im Folgenden fehlregulierten Zellfunktionen wie Wachstum,
Proliferation und Apoptose zahlen die BRAF-Mutationen zu den wichtigsten onkogenen
Mutationen beim malignen Melanom [135]. Es erfolgte die Entwicklung von BRAF-Inhibitoren
und 2012 die Zulassung von Vemurafenib (PLX-4032) zur Therapie des malignen Melanoms
in der Europaischen Union. Nach initialer Remission traten nach durchschnittlich 12 Monaten
haufig Resistenzen auf [136]. In Kombination mit MEK-Inhibitoren zeigt sich ein langeres
Uberleben und eine verzogerte Latenz im Auftreten von Resistenzen [137, 138].

1.7 Resistenzen in der medikamentésen Krebstherapie

Resistenzen kdnnen in primare (intrinsische) und sekundare (erworbene) Resistenzen
unterteilt werden [139, 140]. Primare Resistenzen koénnen durch vorherige Analyse von
Mutationsstatus und Expressions-Leveln u. a. von BRAF, CTLA-4 und PD-L1 mit einigen
Limitationen antizipiert werden [141]. Nach erworbenen Resistenzen gegen die Therapie mit
MEK/BRAF-Inhibitoren, u. a. durch die Reaktivierung des MAPK-Signalwegs, verbleibt die
Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren [142]. Aufgrund der hohen Immunogenitat mit einer
hohen Anzahl von T-Zellen im Tumorstroma ist diese Therapie mittlerweile etabliert. Bei
Tumoren mit niedriger T-Zellzahl im Tumorstroma ergeben sich jedoch Einschrankungen
[143]. Strukturelle Resistenzmechanismen von Melanomzellen wie zum Beispiel Efflux des
Agens, Defekte in der Apoptose, vermehrter ER-Stress und Uberexpression von Onkogenen
wurden unter anderem hinsichtlich der Resistenz von Topoisomerase-ll-Hemmern wie
Etoposid identifiziert [144—148]. Neben den Resistenzen sind Tumorheterogenitat, fehlendes
Ansprechen und Immunevasion limitierende Faktoren der bisherigen systemischen Therapie.
Somit besteht aufgrund der zunehmenden Inzidenz des Melanoms verbunden mit hohen

Metastasierungs- und Resistenzraten ein Bedarf an weiteren Therapiestrategien [149, 150].

Das Proteasom spielt eine wichtige Rolle bei der Bildung von Resistenzen gegenuber
Chemotherapeutika. In der A375-Melanomzelllinie wurden Fehlregulationen des Ubiquitin-
abhangigen und Proteasom-regulierten Proteinkatabolismus als verantwortlich bei der
Resistenzbildung gegen Cisplatin gezeigt [151]. Durch die Kombination mit
Proteasominhibitoren liel3en sich Resistenzen unter anderem durch den damit ausgeldsten
ER-Stress und die Induktion extrinsischer Apoptose Uberwinden [104, 152, 153]. Resistenzen
gegen Proteasominhibitoren sind vor allem aufgrund von Mutationen oder Uberexpression in
der B5-UE des Proteasoms sowie durch Multi Drug Resistance (MDR)-Effluxmechanismen

beschrieben [97, 154-157]. Der klassische MDR-Resistenzmechanismus als Ursache flr
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erworbene Resistenzen zeichnet sich durch Efflux des Agens, vermittelt durch ATP-binding-
cassette-(ABC)-Transporter wie ABCC1, ABCG2 oder MDR, aus [158, 159].

1.8 Einsatz von Proteasominhibitoren in Melanomzellmodellen

Der Einsatz von Proteasominhibitoren zur Erweiterung einer mdglichen Therapie des malignen
Melanoms wurde mehrfach in vitro analysiert [152, 160-162]. Die Analyse der Behandlungen
mit Proteasominhibitoren ergab eine signifikant hthere Apoptoseinduktion in ruhenden
Melanomzellen im Vergleich zu Melanozyten [63, 163]. Schnell wachsende Melanomzellen

werden dabei starker durch Proteasominhibition beeinflusst [63, 164].

In einigen Melanomzelllinien wurden ohne vorherige Stimulation IP-UE nachgewiesen [165].
Aufgrund der Tumor-begleitenden Inflammation im inflammatorischen Mikromilieu ist mit einer
vermehrten Expression von IP-UE zu rechnen [166, 167]. Eine Inhibition von IP-UE scheint

damit ein vielversprechendes Therapieprinzip fir maligne Melanome zu sein.

1.9 Zielsetzung

Die vorliegende Arbeit untersucht Proteasominhibitoren in vitro als mogliche Therapieoption

fur das maligne Melanom. Die Schwerpunkte liegen dabei auf der Analyse folgender Punkte:

- Aufbau der Proteasomkomplexe in Melanomzelllinien

- Proteasomaktivitat unter Behandlung mit Proteasominhibitoren

- Zellviabilitdt unter Behandlung mit Proteasominhibitoren

- Zelltod und Zellzyklus in Melanomzellen unter Behandlung mit BSc2189

- Analyse der durch BSc2189-inhibierten und relevanten Proteasom-abhangigen
Signalwege in Melanomzellen

- Proteasominhibition in resistenten Melanomzelllinien

Ein Augenmerk liegt dabei auf der Analyse verschiedener Melanomzelllinien sowie mehrerer
strukturell und funktionell unterschiedlicher Proteasominhibitoren, insbesondere BSc2189
(inhibiert reversibel die Proteasomen-UE B5/B5i) und ONX-0914 (inhibiert die IP-UE B5i und
auch f1i). Durch die Arbeit sollen die bisherigen Ergebnisse des Einsatzes von
Proteasominhibitoren  erweitert und durch weitere Zellmodelle, Methoden und
Proteasominhibitoren erganzt werden. Ziel ist dabei eine multidimensionale Analyse der
relevanten durch Proteasominhibitoren beeinflussten Faktoren. Die damit entstehende
umfassende in vitro-Analyse soll als Grundlage fir weitergehende in vivo- und in vitro-

Versuche dienen.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Die verwendeten Materialien sind in Gruppen zusammengefasst und alphabetisch

in

tabellarischer Form aufgelistet. Geschiitzte Produkte wurden mit dem Warenzeichen

gekennzeichnet. Dies erhebt jedoch keinen Anspruch auf Vollstandigkeit.

2.1.1 Gerate

Tabelle 2: Geréte

Geratebezeichnung Herstellerangaben
Durchflusszytometer LSR Fortessa BD Biosciences
Elisa-Reader Safire Tecan

Inkubator Heraeus Heracell 240 Thermo Fisher Scientific

Inverses Lichtmikroskop DM IL LED

Leica
(fir Scratch Assay)

Konfokales Fluoreszenzmikroskop DMIRE2 | Leica

Lichtmikroskop CN-hFT

. Hertel und Reuss
(zur Zellzahlbestimmung und Zellkultur)

Magnetriihrer MR 3000 Heidolph

Mikropipetten Eppendorf
Sicherheitswerkbank Herasafe KS18 Thermo Fisher Scientific
Thermocycler T3000 Biometra

Thermomixer comfort Eppendorf

Zahlkammer (Neubauer-improved) Marienfeld Superior
Zentrifuge 5415R Eppendorf

Zentrifuge Heraeus Multifuge 3SR+ Thermo Fisher Scientific

2.1.2 Chemikalien

Tabelle 3: Chemikalien

Substanz Hersteller Substanz Hersteller
Acrylamid Applichem E\Isaérlstimdodecylsulfat Merck Millipore
Alexa Fluor 488 Azide Thermo Fisher

Scientific NP40 Calbiochem
Ammoniumpersulfat Applichem Paraformaldehyd Merck Millipore
Ascorbinsaure Merck Millipore PBS (steril) Biochrom
Bovines Serum Albumin | .. \drich PEFA-Block Sigma-Aldrich
(BSA) Sigma-Aldric — -

Penicillin/Streptomycin Merck Millipore

Bromphenolblau ROTH (PIS) P
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Crystal Violet Solution

Sigma-Aldrich

CuSO4

Sigma-Aldrich

Dithiothreitol (DTT)

Merck Millipore

Dulbecco's Modified Lonza
Eagle Medium (DMEM)
Life
EdU Technologies
Ethanol Sigma-Aldrich

Phenylmethyl- . .
sulfonylfluorid Sigma-Aldrich
Ponceau Sigma-Aldrich
Proteaseinhibitor Roche
Complete Diagnostics
RIPA-Puffer Thermo Fisher
Scientific
Rotinanoquant ROTH

Ethylendiamin-

Merck Millipore

RPMI-Medium

Merck Millipore

tetraacetat (EDTA) Thermo Fisher
Fetales Kalberserum Salzsaure (HCI) Scientific/
(FCS) Biochrom Merck Millipore
. : : Fermentas Life
Glycerol Sigma-Aldrich SDS-Proteinmarker Science
Glycin Merck Millipore Substrat flr verstarkte .
N Thermo Fisher
HBSS Lonza Chemiluminescence iantifi
. (ECL) Scientific
HEPES Applichem
. : Tetramethylendiamin .
Igepal Sigma-Aldrich (TEMED) AppliChem
Isopropanol Merck Millipore Tris(hydroxymethyl) SiamaAldrich
KCl Merck Millipore | | aminomethane (Tris) 9
LM Sigma-Aldrich Tris-HCI Sigma-Aldrich
Methanol Sigma-Aldrich Trypsin/EDTA Lonza
MgClI2 ROTH Trypsininhibitor Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Tween 20 Merck Millipore
NaCl Scientific
RNase A Thermo Fisher
NaF ROTH Scientific
Na-Orthovanadat Calbiochem Sucrose Merck Millipore
Natrium Citrat Sigma-Aldrich Zellfarbepuffer Biolegend

2.1.3 Gebrauchs- und Pufferlosungen

Tabelle 4: Losungen und Puffer

Lésung und Puffer

Zusammensetzung

10x PBS

ddH20, 1,5M NaCl, 74,54M KCl, 178M Na2HPO4, 139,09M
KH2PO4, HCI (pH 6,6)

10x TBS

ddH-0, 1,5M NacCl, 1M Tris-HCI (pH 7,5)

Assay-Lysepuffer

ddH-0, 20mM Tris-HCI (pH 6,8), 50mM NaCl, 2mM MgCl,, 0,1%
NP40, Proteaseinhibitor Complete
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Assay-Puffer

ddH,0, 30mM Tris (pH 7,5), 10mM KCI, 5mM MgCl,, 10%
Glycerol*

Blockpuffer

PBS, 0,1% Tween, 5% Milchpulver

Blotpuffer

Elektrophoresepuffer, 20% Methanol

Click-Reaktionspuffer

ddH-0, 100mM Tris—HCI (pH 8,5), 4mM CuS04, 1uM Alexa
Fluor 488 Azide, 50mM Ascorbinsaure, 0,25mg/ml RNase A

Elektrophoresepuffer

ddH-0, 250 mM Tris, 2 M Glycin, 1% SDS

Kristallviolettldsung

ddH-0, 0,1M Crystal Violet Solution, 20% Ethanol

Kristallviolett-Solvens

ddH-0, 1% SDS, 30% Essigsaure

LM/NP40-Lysepuffer

ddH-20, 1% NP40, 1% LM, 1mM Na-Orthovanadat, 50mM Tris,
10 mM EDTA, NaF 10mM, 150mM NaCl, PEFA-Block, 1 mM
Phenylmethylsulfonylfluorid

Permeabilisationspuffer

PBS, 0,5mM EDTA, 0,1% Igepal

RIPA-Puffer

ddH-0, 1% NP40, 50mM Tris-HCI (pH 8,0), 1imM EDTA (pH
8,0), 150mM NacCl, 0,1% SDS, 1x Proteaseinhibitor Complete

Sammelgelpuffer

ddH.0, 0,5M Tris (pH 6,8), 20% SDS

SDS-Probenpuffer?

ddH.O, 100mM Tris (pH 6,8), 10% Glycerin, 5% SDS, 1%
Bromphenolblau

SDS-Sammelgel

ddH-0, Sammelgelpuffer (46%), Ammoniumpersulfat,
Tetramethylethylendiamin, 30%iges Acrylamid (20%)

SDS-Trenngel

ddH-0O, Trenngelpuffer, Ammoniumpersulfat,
Tetramethylethylendiamin, 30%iges Acrylamid?

TEA-Puffer

ddH>0O, 20 mM Tris-HCI (pH 7,2), 1 mM EDTA, ImM DTT

Trenngelpuffer

ddH,0, 1,5M Tris (pH 8,8), 20% SDS

TSDG-Lysepuffer

ddH,0, 10mM Tris (pH 7,0), 25mM KCI, 10mM NaCl, 1,1mM
MgCl2, 10% Glycerol, 1ImM DTT, Proteaseinhibitor Complete

Waschpuffer

1xPBS*, 0,1% Tween 20

Zellfarbungs-Puffer

PBS, 2mM EDTA

Zitratpuffer ddH20, 40mM Natrium Citrat, 0,25M Sucrose (pH 7,4)
2.1.4 Kits
Tabelle 5: Kits
Kit Hersteller
DetachKit fur NHDF Promo Cell
FOXP3 Fix/Perm Buffer Set Biolegend

1 Bei der Proteasomaktivitdtsbestimmung von 20S-Proteasomisolaten wurde kein Glycerol verwendet.
2 Fur 2fachen SDS-Probenpuffer betragt der Glycerin-Anteil 20%, fir 5fach SDS-Puffer 50%.

3 Je 33-49,6% bei Gelen zw. 10-15% in Abh&ngigkeit zur analysierenden Proteingréile.

4 Bei phosphorylierten Antikorpern wurde anstatt PBS TBS verwendet.
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MycoAlert® Mycoplasma Detection Kit

Lonza

RNeasy® Mini Kit

Qiagen

Maxima First Strand cDNA Sythesis Kit

Thermo Fisher Scientific

RevertAid First Strand cDNA Sythesis Kit

Thermo Fisher Scientific

2.1.5 Zytokine und Proteine

Tabelle 6: Zytokine und Proteine

Substanz Hersteller
Fibronektin Roche Applied Science
IFNy, human PeproTech
TNFa, human PeproTech
TNFa, murin Biolegend
2.1.6 Verbrauchsmaterialien
Tabelle 7: Verbrauchsmaterialien
Material Hersteller
Cryovial, 2ml Sigma-Aldrich
EppendorfgefalRe Eppendorf

FACS-R6hrchen

BD Bioscience

Magnetic Beads

Thermo Fisher Scientific

Mr. Frosty Einfrierbehélter

Thermo Fisher Scientific

Nitrozellulose-Membran

Thermo Fisher Scientific

QiaShredder-Saule

Qiagen

Rontgenfilm X-OMAT®LS

Kodak

Sterilfilter Merck Millipore
Whatman®-Filterpapier Sigma-Aldrich
Zellkulturflaschen TPP
Zellkulturplatten/Wellplatten® TPP/Costar/BD Bioscience
Zellkulturschalen® TPP/BD

2.1.7 Nukleotide

In der folgenden Tabelle 8 sind die zur PCR eingesetzten Oligonukleotid-Primer aufgefiihrt.

5 Zellkultur wachstumsférdernd behandelt, Polystyren, gamma-sterilisiert, pyrogenfrei, RNA-/DNA-frei,

RNase-/DNase-frei.
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Tabelle 8: Primer (je 5-3)

Bezeichnung | Forward Primer Reverse Primer
ABCCl1 CCGTGTACTCCAACGCTGACAT ATGCTGTGCGTGACCAAGATCC
ABCG2 GTTCTCAGCAGCTCTTCGGCTT TCCTCCAGACACACCACGGATA
GAPDH CCGTCAAGGCTGAGAACGGG GCCATGCCAGTGAGCTTCCC
Delta, human | AAGATGGCGGCTACCTTACTAGCT | TCAGGCGGGTGGTAAAGTGG
MB1, human | AGACATGGCGCTTGCCAGCGTGTT | TCAGGGGGTAGAGCCACTAT
MeeLd, ATGCTGAAGCCAGCCCTGGA TTACTCCACCTCCATAGCCTGCAC
LMP2 GTTGTGCGCTGTCCCAGG GACCATACCAGGTTTTGGCCCTAG
LMP7 E1 TGGTTTTGTAAAGTGATG GACCTCCCAGAGGAGACC
LMP7 E2 GGGTGCTGGGCGGTCAT GACCTCCCAGAGGAGACC
MDR1 GCTGTCAAGGAAGCCAATGCCT TGCAATGGCGATCCTCTGCTTC
TAP1 CGAGCATTGATCCGGAAACC GTTTATGGGCCAGCATATGCC
TAP2 CTCCCTGACCTGAGACCCTG GGGGTAGTCCTTCTCGTCGC
2.1.8 Antikorper
Tabelle 9: Antikdrper bzw. durch Antikdrper detektierte Proteine

Antikdrper Hersteller Antikorper Hersteller

ABCG2-FITC Santa Cruz IkBa, human Abcam

Sekundare IkBa, murin Cell signaling

ﬁqgtlig,pﬁﬁti-ra@,?tt I- | Dianova LMP2, human Enzo Lifescience

B-Actin ﬁlkzjc;ir::/Sigma— LMP2, murin Eilgggleﬁgéo

Caspase-3 Cell signaling LMP7, human Abcam

Caspase-3-FITC Cell signaling LMP7, murin Cell signaling

MDR1-APC Scientific
Delta, human Abcam
CAPDH A,bcam’ cell PA28y Santa. Cru.z
signaling pSTAT1 Cell signaling

2.1.9 Proteasominhibitoren

Tabelle 10: Proteasominhibitoren

Proteasominhibitor

Hersteller / Bezugsquelle

Bodipy-BSc2189

zVg von Dr. Petra Henklein, Institut fiir Biochemie, Charité Berlin

Bortezomib (Velcade®)

Sellekchem
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BSc2189 zVg von Prof. Boris Schmidt, Constantin Voss und Christian
Walz [105], Fachbereich Chemie, TU Darmstadt

Epoxomycin Sigma-Aldrich

MG-132 Calbiochem

ONX-0914 (PR-957) Onyx Pharmaceuticals

P1-083 Sigma-Aldrich

Die Proteasominhibitoren wurden in DMSO geldst. Die eingesetzten Verdiinnungen haben in
der Zellkultur eine maximale DMSO-Menge von 0,015ul enthalten, was eine dadurch
begrindete Toxizitdt unwahrscheinlich macht [168]. In Abbildung 3 sind die chemischen
Strukturformeln der verwendeten Proteasom-inhibitoren dargestellt.

MG132
BSc2189

PN W G W
U H o ] H BSc2189
- R =Ph

Bortezomib Epoxomycin

SN NBon N TN
| H 0 o}
N 0 Y \

HO

Abbildung 3 — Strukturformeln der verwendeten Proteasominhibitoren /

2.1.10 Sonstiges

Tabelle 11: Weitere Materialien

weitere Materialien Bezugsquelle

Etoposid Bristol-Myers Squibb

Fluorogenes Suc-LL-Val-Tyr-AMC Substrat (fur
Chymotrypsin-ahnliche  Aktivitat der B5/B5i- | Bachem
Untereinheit)

Fluorogenes Z-Val-Gly-Arg-AMC Substrat (fur
Trypsin-ahnliche Aktivitat der 32/B2i-Untereinheit)

Bachem

zVg von AG Seifert, IMKI, OvGU

gereinigte JE6-Proteasomkomplexe Magdeburg

gereinigte Proteasomkomplexe: T2 (Zellklon T2- | zVg von Dr. Petra Henklein, Institut fur
2), T27, A375, JE6, Ma-Mel-63a, Ma-Mel-86a Biochemie, Charité Berlin

Rapamycin Biomol

zVg von Prof. D. Schadendorf und
Prof. A. Paschen, Klinik fur
Dermatologie, Universitatsklinikum
Essen

Vemurafenib (PLX-4032)
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2.2 Methoden
2.2.1 Zelllinien und Zellkultivierung

Allgemeine Prinzipien:

Die adharenten Melanomzellen wurden in Zellkulturschalen unterschiedlichen Durchmessers

permanent in Begasungsbrutschranken bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchte kultiviert.
Standard-Medium: RPMI mit zugesetztem 10% FCS, 0,5 % Penicillin, 0,5% Streptomycin.
Auftauen der Zellen:

Es erfolgte ein sehr zligiger Auftauprozess um die Zytotoxizitat durch DMSO gering zu halten.
5ml des auf 37°C vorgewarmten Mediums wurden in ein 15ml-Falcon vorgelegt. In das noch
tiefgefrorene Kryordhrchen wurde 1ml warmes Medium gegeben. Nach vorsichtigem Auf- und
Abpipettieren der Zellsuspension erfolgte das Uberfilhren in das vorbereitete Falcon. Nach
5min Zentrifugation bei 1200U/min wurde der Uberstand abpipettiert und das Zellpellet im
warmen Medium resuspendiert. Anschlie3end erfolgte die Kultivierung der Zellen in warmem

Medium in Zellkulturschalen im Brutschrank.
Passagieren der Zellen:

Zum Passagieren bzw. Umsetzen der Zellen wurde das Medium aus der Zellkulturschale
entfernt und einmalig mit PBS gewaschen. Zum Ablosen der adhérenten Zellen wurde je nach
Zellart eine moglichst geringe Menge an Trypsin (circa 1ml) hinzugefiigt und 1-2min bei 37°C
inkubiert. Nach vorsichtigem, leichtem Schitteln und Zufligen von 15ml vorgewarmten
Mediums erfolgte das Uberfiihren in ein 15ml-Falcon und anschlieRend die Zentrifugation. Das
Zellpellet wurde in vorgewarmten Medium resuspendiert, gezahlt und entsprechend der jeweils

erforderlichen Zellzahl ausplattiert.
Kryokonservieren der Zellen:

Die Zellkultur wurde bei Subkonfluenz entsprechend obenstehenden Vorgehens von der
Zellkulturschale abgeldst, gez&hlt und in 90% FCS mit Zugabe von 10% DMSO resuspendiert.
Mindestens 1 x 106 Zellen wurden in ein Kryoréhrchen tberfiihrt und im Isopropanol-gefullten,
vorgefrorenen Behélter fur 24h bei -80°C eingefroren sowie schliellich in flissigen Stickstoff

tberfuhrt.
Weitere Bemerkungen:

Fur die optimale Zellkultivierung und nachfolgende Assays wurden fiur alle eingesetzten
Zelllinien zu Beginn Proliferationsrate und Konfluenz ermittelt. Die Adjustierung der geeigneten
Zellzahl erfolgte mittels Trypanblau-Farbung in der Neubauer-Zahlkammer. Es wurden

regelmafig Mycoplasmen-Kontrollen mittels Mycoplasma Detection Kit spatestens bei der 4.
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Passage durchgefiihrt. Die maximale Anzahl der Passagen pro Zelllinie war sieben. Alle

adharenten Zelllinien wurden vor weiteren Analysen oder Zugabe von Inhibitoren nach

Zelltransfer fir minimal 15-24h in Kultur gehalten, damit sie adharieren konnten.

Zelllinien und Zelllinienspezifika

Der

Name der

kultivierten humanen Melanomzelllinien,

deren Ursprung,

BRAF-

Mutationsstatus, die Bezugsquelle und die Uber die allgemeinen Prinzipien hinausgehenden

Spezifika zur Zellkultivierung sind der Tabelle 12 zu entnehmen.

Tabelle 12: Verwendete humane Melanomzelllinien

Zelllinie Ursprung Kultivierung BRAF- Bezugsquelle
Mutationsstatus
Kukt)?(”te oder BRAF V600E mut.
-Mel- Subkutane . mit Resistenz
Ma-Mel-66a Metastase RI_DM(I)-Medlum gegen BRAF-
[169] T > | Inhibitor PLX-4032
Lymphknoten 0 (Vemurafenib)
Ma-Mel-57 (169] [169, 170]
DMEM-
Medium mit BRAF V600E mut.
A3T5 Haut [171] 10% FCS und | [172, 173]
1% P/S
Ma-Mel-15 Lymphknoten BRAF wt [169]
[169]
” zVg von Prof.
Lymphknoten BRAF V600E mut. | p
Ma-Mel-54a :
[169] [169] Schadendorf
Ma-Mel-86a Lymphknoten BRAF V600E mut, g“d F;]mf- A.
[169] RPMI-Medium | [169] o
vy mit 1% P/S Klink fur
UKRV-Mel-15a Lymphknoten und 10% FCS | BRAF wt [174] De_rmatpllggle,
[169] Universitats-
UKRV-Mel-18a Haut [175] Klinikum
Nicht definiert Essen
UKRV-Mel-21a Haut [175]
Lymphknoten
MeWo (176] BRAF wt [172]
Exposition und
Selektion von | RPMI-Medium
MeWo-Zellen | mit 1% P/S,
MeWoew mit  Etoposid | 10% FCS und | BRAF W [172]
Uber 24 | 1uM Etoposid
Monate [177]
RPMI-Medium
SK-Mel-28 Haut [178] mit 1% P/S und f%ﬁ': mut. [173,
10% FCS
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Den Etoposid-resistenten MeWo-Zellen wurden 24h nach Passagieren 1ug Etoposid pro ml
Medium zugesetzt, sodass sie im adharenten Zustand permanent mit entsprechendem
Chemotherapeutikum kultiviert wurden [148, 176]. Wahrend der Versuche mit Etoposid-
resistenten MeWo-Zellen wurde, um Interaktionen zu vermeiden, kein Zytostatikum zusétzlich

Zu weiteren Inhibitoren zugegeben.

Zur Bestatigung der Resistenz und somit als Kontrolle des Systems aus MeWo- und Etoposid-
resistenten MeWo-Zellen erfolgte unter anderem der in Abbildung 4 dargestellte

Viabilitdtsassay. Es bestand nach 48h Inkubation mit Etoposid eine signifikante Reduktion der

Viabilitat von
MeWo-Zellen
100 —l— I MeWo
< * B MeWo-Etoposid (Sug/ml: 35%;
8 10pg/ml: 59%). Die
g 50 Viabilitat von
>
) Etoposid-
o resistenten MeWo-
1 I 1 |
0 1 5 10 0 1 5 10

Etoposid [ug/mi] Zellen war bei

Abbildung 4 — Zellviabilitat nach Behandlung mit Etoposid: Relative Viabilitat von Zusatz von Etoposid

MeWo- und MeWoket-Zellen nach 48h Inkubation mit Etoposid (n=3, **p < 0.01, ****p <
0,0001, Symbole an den Werten entsprechen Signifikanz zur unbehandelten Kontrolle,
signifikanter Unterschied zwischen MeWo- und MeWoew-Zellen an Klammer). reduziert  (5ug/ml:

nicht signifikant

12%). Es bestand somit ein signifikanter Unterschied in der Wirkung von Etoposid auf MeWo-

und MeWoe-Zellen als Bestatigung der Resistenz (5ug/ml: 23%, 10ug/ml: 39%).

Zur Bestatigung der Resistenz von Ma-Mel-66a-Zellen gegen den BRAF-Inhibitor PLX-4032
(PLX, Vemurafenib) bei bekannter intrinsischer Resistenz erfolgte der in Abbildung 5
dargestellte Viabilitatsassay [169, 170].

100 Hl Ma-Mel-66a ohne PLX
S Ma-Mel-66a mit PLX
©
S 50
g
©
0
el
%

Abbildung 5 — Zellviabilitdt von BRAF-Inhibitor-resistenten Ma-Mel-66a-Zellen: Relative Viabilitdt von Ma-Mel-66a-
Zellen mit und ohne PLX-4032 (PLX, Vemurafenib) nach 24h Behandlung mit den Proteasominhibitoren BSc2189,
MG-132 und ONX-0914 (n=4, ***p < 0.001, ***p < 0,0001, Symbole an den Werten/Datenpunkten entsprechen
Signifikanz zur unbehandelten Kontrolle).

29



Es bestanden nach 24h Inkubation mit und ohne PLX keine signifikanten Unterschiede in der
Viabilitat der gegen den BRAF-Inhibitor PLX-4032 (PLX, Vemurafenib) intrinsisch resistenten
Ma-Mel-66a-Zellen. Zudem zeigte sich kein additiver zytotoxischer Effekt in Kombination mit

Proteasominhibitoren als Zeichen des Uberwindens der hiermit bestétigten Resistenz.

In der Tabelle 13 sind die als Kontroll- und Bezugszellen kultivierten humanen Nicht-

Melanomzelllinien angegeben.

Tabelle 13: Weitere verwendete humane Zelllinien

Zelllinie Spezifika Ursprung

Nicht-adharente Zellen, kultiviert in RPMI und
10% FCS

JEG6 (Jurkat T-Zellen) IMKI

Fibroblasten / normal human
dermal fibroblasts (NHDF),
adult

Kultivierung ausschlie3lich entsprechend der | Promo
Herstellerangaben und zugehérigem Material | Cell

Der Tabelle 14 sind die verwendeten murinen Melanomzelllinien, deren Spezifika und

Ursprung zu entnehmen.

Tabelle 14: Verwendete murine Melanomzelllinien

Zelllinie Spezifika Ursprung

Ablosen der Zellen mittels American Type Culture

B16-F10 2min Inkubation mit 2mM .
EDTA in PBS (steril) Collection (ATCC)
Langsames

384 (HCmel 3) Wachstum Kultivierung

in RPMI- | zVvg von Prof. T. Titing,

Intermediares Medium mit | Universitatshautklinik, OvGU

3156 (HCmel 31)

Wachstum 20% FCS | Magdeburg
)
1274 (HCmel 12) wachstm |

Die Hgf-Cdk4R?4C murinen Melanomzelllinien wurden aus UVB-bestrahlten nackten Mause
isoliert [179]. Die verwendeten M&use zeigten als Besonderheit eine mittels Knock-in erzeugte
Uberexpression des hepatozytaren Wachstumsfaktors (Hgf) und einer klinisch relevanten
Mutation der Zellzyklus-regulierenden Cyclin-abhéngigen Kinase 4 (Cdk4R?4€) [180, 181]. Die
hier analysierten Zelllinien unterscheiden sich in ihrem Wachstum, ihrer Entartung und
Morphologie (Tabelle 14) [181].

Stimulation

Alle zZytokine wurden entsprechend der Empfehlungen der Hersteller gel6st, aufbewahrt und
eingesetzt. Die Stimulationen (Tabelle 15) erfolgten in der Zellkultur mit dem Ziel der

Gewinnung von Lysaten fir Western Blot- und PCR-Analyse.
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Tabelle 15: Stimulationen

Zytokin Zelllinien Dauer der | Konzentration
Stimulation
TNFa, human MeWo 1h 2.000U
TNFa, murin B16-F10 und Hgf-Cdk4 30min 10U, 50U
MeWo - fur Protein-Analysen | 24h/48h 200U
IFNy, human MeWo - fur PCR-Analyse 6h/16h 200U
Ma-Mel-66a 24h/48h 200U

Die Stimulation mit TNFa diente der Aktivierung des NF-kB-Signalweges durch Induktion der
durch das Proteasom vermittelten IkBa-Degradation. Die Inhibition der Degradation erfolgte
durch die Behandlung mit 1uM BSc2189 fir 1h vor TNFa-Stimulation.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

Herstellung von Zelllysaten

Zur Herstellung von Zelllysaten wurde LM/NP40-Puffer fur die Herstellung von Proben zur
Proteinanalyse mittels Immunoblot sowie die ,Frier-Tau-Lyse® mittels TSDG-Puffer genutzt.
Der Unterschied zwischen beiden verwendeten Lyse-Methoden ist, dass im Gegensatz zur
Lyse mittels LM/NP40-Puffer bei der Verwendung von TSDG-Puffer das Karyoplasma intakt

bleibt und somit nur die zytoplasmatischen Proteine freigesetzt bzw. analysiert werden.

Die Zellkultur-Probe wurde zundchst mit Inhibitor bzw. Stimulanz behandelt. Nach Pelletieren
der Zellen entsprechend 2.2.1 wurden diese in PBS resuspendiert, in ein 1,5ml Eppendorf-
Gefal? Uberfuhrt und zentrifugiert. Bei der Lyse flr die Proteinanalyse mittels Immunoblot
erfolgte das Resuspendieren des Zellpellets in 4°C LM/NP40-Lysepuffer gefolgt von der Lyse
fur 30min unter mehrmaligem Benutzen des Vortex-Mischers auf Eis. Fir die Frier-Tau-Lyse
wurde das Zellpellet in TSDG-Lysepuffer resuspendiert. Es folgte viermalig abwechselnd das
Schockfrieren flr circa 20s in flissigem Stickstoff und das Auftauen schiittelnd fir 5min bei
37°C. Das Lysat wurde mittels Sedimentation durch Zentrifugation von den Zellfragmenten
getrennt und in ein neues Eppendorfgefald Gberfuhrt. Vor der weiteren Verwendung des Lysats

erfolgte die Messung der Proteinkonzentration.

Proteinkonzentrationsbestimmung

Fur die Proteinkonzentrationsbestimmung von Lysaten nach Bradford wurden 50ul BSA-
Proteinstandard zur Eichung der Messung in Wells einer Flachbodenplatte mit 96 Vertiefungen
vorgelegt. In die freien Wells erfolgte die Zugabe von 50ul 1:50 in ddH>O verdinnten Lysats
als Zweifachbestimmung. Direkt vor der Messung der Absorption im ELISA-Plattenreader

wurde pro Probe 200pul 1:5 verdiinntes Rotinanoquant hinzugefiigt. AnschlieBend erfolgte die
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Messung der Absorption bei 595nm und die Berechnung der Proteinkonzentration Uber eine
Standardkurve [182].

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese

Zur  Untersuchung der Proteine mittels Immunoblot erfolgte die  SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese [183]. Entsprechend der Probenanzahl sowie der GrbRRe des
Zielproteins wurde zunachst ein SDS-Polyacrylamidgel (10cm x 10cm) aus Trenngel und
Sammelgel gegossen. Dazu mischten wir die unter 2.1.3 angegeben Puffer-Lésungen zligig.
Daraus wurde ein Trenngel gegossen. Nach dem Polymerisieren der Gele fir eine Stunde
erfolgte die Zugabe des Sammelgelansatzes und das Einsetzen eines Probenkamms. Das
SDS-Polyacrylamidgel wurde bei 4°C feucht gelagert und innerhalb von 24h verwendet. Fur
die Proben wurde 5ul 6xSDS-Probenpuffer in beschriftete Eppendorf-GefalRe gegeben. SDS
bindet dabei die Proteinbindungsstellen und ermdglicht somit das Auftrennen der Proteine
nach Grolie mittels Elektrophorese. Die Proteinmenge in den Zelllysaten wurde so kalkuliert,
dass eine gleichméRige Proteinmenge dem Ansatz hinzugefiigt wurde. Das Gesamtvolumen
nach Zugabe von ddH;O betrug 30pl. Die Proben wurden 5min bei 95°C aufgekocht und
anschliel3end bei 4°C abgekuhlt. Nach kurzem Zentrifugieren versetzten wir die Proben sowie
einen Protein-Marker mit SDS-Probenpuffer und tberfuhrten die Proben in die Taschen des
SDS-Polyacrylamidgels. Der Marker dient dabei zur Kontrolle des Proteintransfers und zur
Einordnung der Molekulargewichte der detektierten Proteine. In den verschlossenen Gefalien
wurde das Gel vollstéandig mit Elektrophoresepuffer bedeckt. Bis zum Erreichen der Lauffront
des Trenngels wurde mit einer Spannung von 80V und anschlieBend mit 120V gearbeitet.
Endpunkt war dabei das Erreichen der gewilnschten Proteinauftrennung, die anhand des

Markers ersichtlich ist.

Western Blot

Zum Transfer der aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulose-Membran wurde in einer
Semi-dry-Blotkammer das Gel zwischen dreilagigem, in Blotpuffer getranktem Whatman-

Filterpapier eingespannt.

Bei einer Spannung entsprechend der Anzahl der Gele in der Blotkammer (1 Gel - 180mA, 2
Gele - 260mA, 3 Gele - 300mA, 4 Gele - 350mA) erfolgte der Proteintransfer auf eine in
Richtung Anode unter das Gel gelegte Nitrocellulose-Membran fur 1h. Zur Evaluierung der
gleichméaRigen Proteinladung und -Ubertragung wurde die Membran mit Ponceau-Ldsung
gefarbt und anschlieBend 5min in Waschpuffer entfarbt. Zum Blocken unspezifischer
Proteinbindungsstellen der Membran wurde sie fur 1h in Blockpuffer unter Schwenken

gesattigt.
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Immunodetektion

Die Farbung spezifischer Proteine erfolgte nach Waschen der Membran mittels Waschpuffer
durch einen primaren Antikérper (siehe 2.1.8). Dieser band in entsprechender Verdinnung in
Waschpuffer Gber Nacht bei 4°C unter Schwenken an die Proteine auf der Membran. Durch
viermaliges Waschen der Membran fir jeweils 5min in circa 15ml Waschpuffer wurde der
Antikérper wieder entfernt. Anschliel3end inkubierte die Membran unter Schwenken fur 1h mit
sekundaren Anti-rabbit- oder Anti-mouse-Antikdrper (1:5.000), der gegen den Fc-Teil des
primaren Antikdrpers gerichtet war. Nach erneutem dreimaligem Waschen fir 5min in circa
15ml Waschpuffer erfolgte das Farben der mit Antikérpern gebundenen Nitrocellulose-
Membran mittels ECL-L6sung entsprechend der Herstellerangaben. Dafur wurden 2ml ECL-
Substrat mit H.O, gemischt und im Dunkeln 1min mit der Membran inkubiert. Die feuchte
Membran wurde in eine Kassette tberfuhrt und das Signal mittels Chemolumineszenz im
Dunkeln auf einen Rontgenfilm tUbertragen sowie dieser entwickelt. Anschlieend wurde die
Membran dreimal jeweils 5min in circa 15ml Waschpuffer gewaschen, um die Inkubation mit
einem weiteren primaren Antikorper zu ermdglichen. Zur Uberprufung der gleichmaRigen
Ladung von Proteinen auf das Gel sowie deren Ubertragung mittels Blotting auf die Membran
erfolgte abschlielend die Inkubation des Blots mit einem zur Ladekontrolle verwendeten
Antikorper gegen die ubiquitdr vorkommenden Proteine (-Actin oder GAPDH. Die
Proteinquantifizierung der Western Blots wurde mittels Densitometrie mit dem Programm
ImageJ durchgefihrt [184].

Immunprazipitation

Fur die Immunprézipitation (in Zusammenarbeit mit N. Riemann) wurden 150ug Protein von
jedem zu analysierenden Zelllysat in ein Eppendorf-Gefal3 tberfuhrt und 3pl Antikrper
hinzugegeben. Nach Auffillen mit RIPA-Puffer auf ein Volumen von 500ul erfolgte die
Inkubation Uber Nacht unter Rotation. Am folgenden Tag wurden entsprechend der
Probenanzahl je 100ul Magnetic Beads dreimalig mittels PBS+0,1% Tween gewaschen sowie
die Kontrollen angesetzt (Antikdrper-Kontrolle: Antikorper und Beads, Bead-Kontrolle: Lysat
und Beads). Nach Zugabe der Ansétze folgte eine vierstindige rotierende Inkubation bei 4°C.
AnschlieRend wurde der Uberstand abgenommen sowie die verbleibenden Proben inklusive
Beads dreimal mit PBS+1% NP40, einmal mit PBS+0,1% Tween und einmal mit ddH,O
gewaschen. Nach Zugabe von 30ul zweifachem SDS-Probenpuffer erfolgte die Inkubation fur
10min bei 70°C und die Zentrifugation fir 2min bei 6000 Umdrehungen pro Minute. Die Proben
wurden anschlieRend entsprechend obenstehender Anleitung mittels SDS-Gelelektrophorese

analysiert.
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2.2.3 Molekularbiologische Methoden
RNA-Isolation

Die RNA-Isolation zur Durchfiihrung der Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion
(RT-PCR, in Zusammenarbeit mit N. Riemann) erfolgte mittels RNeasy Mini Kit entsprechend
der Herstellerangaben. Das zu analysierende Zellpellet wurde in 350ul RLT-Puffer
resuspendiert, auf die QiaShredder-Saule uberfuhrt und 2min zentrifugiert. Anschlie3end
erfolgte die Zugabe von 70% Ethanol sowie das Uberfiihren auf die RNeasy Mini Spin Column.
Diese wurde mehrfach zentrifugiert und gewaschen. Nach einem DNase-Verdau und weiterem
Waschen erfolgten die RNA-Extraktion und die Aufbewahrung der Ziel-RNA bei -80°C im
RNase-freien Milieu.

Reverse Transkription

Zur Reversen Transkription wurde der Thermo Scientific RevertAid First Strand cDNA Sythesis
Kit sowie der Thermo Scientific Maxima First Strand cDNA Sythesis Kit entsprechend der
Herstellerangaben verwendet. 800ng RNA wurden mit Oligo-dT-Primer, Reaction Mix,
Desoxynukleotid-Mix und der Reversen Transkriptase zu einem Gesamtvolumen von 20pul mit
ddH-0 aufgefiillt. Es folgte das Mischen der Probe, die Inkubation flir 60min bei 42°C sowie
anschlieend das Terminieren der Reaktion mittels Erhitzens auf 70°C fur 5min. Nach
Abkuhlung auf 4°C und Zentrifugation wurde der Reaktions- und Enzym-Mix zugegeben. Es
folgten die Inkubationen fiir 20min bei 25°C, fir 15min bei 50°C sowie das Denaturieren der
Reversen Transkriptase bei 85°C fir 5min. So konnte eine cDNA-Konzentration von circa

2000ng/ul erreicht werden.

DNA-Amplifikation mittels PCR

Fur den PCR-Ansatz wurden jeweils 200-300ng cDNA eingesetzt. Dazu wurden MgCly,
spezifische Primer, dNTPs, Tag-Polymerase, Puffer und ddH-O mit dem Zielvolumen von 25ul
gemischt. Die PCR wurde im Thermocycler entsprechend des in der Tabelle 16 dargestellten

PCR-Schemas mit 25 Synthesezyklen durchgefuhrt.

Tabelle 16: Exemplarisches PCR-Schema fir GAPDH-PCR

Segment Temperatur Dauer

Denaturierung 94°C 2,5 min

Annealing 62°C 30 sec

Synthese 72°C je 1 min bei 25 Zyklen
Finale Synthese 72°C 5 min

Ende 4°C bis Ende
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Analytische Agarose-Gelelektrophorese

Die amplifizierte DNA wurde durch Agarosegelelektrophorese im 2%igen Agarosegel in TEA-
Puffer aufgetrennt. Durch einen GréRenstandardmarker sowie Ethidiumbromidfarbung erfolgte

die Darstellung und Auswertung [185].

2.2.4 Proteasomaktivitatsbestimmung
Zur Proteasomaktivitdtsbestimmung wurden drei verschiedene Arten von Proben verwendet:

— gereinigte Proteasomkomplexe bzw. Proteasomisolate [186]

— zytoplasmatisches Proteinlysat aus Zellpellets

— direktes Lysieren von in der Assay-Well-Platte kultivierten Zellen (zellulare Proteasom-
Analyse)

Zur Herstellung des zytoplasmatischen Zelllysats wurden die mit Proteasominhibitoren
behandelten Zellen pelletiert und nach einmaligem Waschen in 4°C PBS in TSDG-Lysepuffer
mittels Frier-Tau-Lyse lysiert (2.2.1). Die gereinigten Proteasomkomplexe und Zelllysate
wurden entsprechend der gemessenen Proteinkonzentration auf 150ng bzw. 3ug Protein pro
9ul adjustiert und in eine schwarze 96-Well Flachbodenplatte Uberfiihrt. Es erfolgte die

Inkubation mit 1pl vorgelegtem Inhibitor in Assaypuffer Gber 30min bei 37°C.

Fur die zellulare Proteasom-Analyse wurden 1 x 10* Zellen fur 24h in der schwarzen 96-
Wellplatte kultiviert. Nach 24h erfolgte die Behandlung der Zellen mit entsprechendem
Reagenz bzw. Inhibitor. AnschlieBend wurden den Wells nach einmaligem Waschen mit PBS
10ul Assay-Lysepuffer hinzugefugt. Die Lyse erfolgte 30min auf Eis unter kurzem Schutteln
alle 5min [104].

Vor der Proteasomaktivitaitsmessung erfolgte das Ldsen der verwendeten fluorogenen
Substrate in DMSO in dunkler Umgebung. Diese 100mM Lésung wurde lichtgeschutzt fur
maximal 2 Wochen bei 4°C gelagert. Den Proben inklusive Kontrollen und Leerwerten fligten
wir in dunkler Umgebung bei 4°C 100upl 100uM Suc-LL-Val-Tyr-AMC (Tyr-Substrat) bzw.
200uM Z-Val-Gly-Arg-AMC (Arg-Substrat) in Assaypuffer jeweils als Dreifachbestimmung zu.

Die vor Licht geschutzte Platte wurde fir 1min geschittelt und anschlieRend die Fluoreszenz
als Kinetikmessung alle 5-15min fiir 180min bei 37°C im Elisa-Reader gemessen (Emissions-

Wellenlange I=460nm, Anregungswellenl&nge 1=360nm).

Die Darstellung der Fluoreszenzintensitat erfolgte nach Abzug des Leerwerts als
Fluoreszenzeinheiten (FU) oder als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) in Prozent in Bezug
zur unbehandelten Kontrolle (ctrl). Dabei wurde in der vergleichenden Darstellung von

gereinigten Proteasomkomplexen der Wert nach 60min und bei Zelllysaten nach 180min
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kinetischer Messung aufgrund der dann determinierten Unterschiede abgebildet. Suc-LL-Val-
Tyr-AMC (Tyr-Substrat) diente dabei zur Messung der B5- bzw. B5i//LMP7-Proteasomaktivitat
und Z-Val-Gly-Arg-AMC  (Arg-Substrat) zur Messung der (2- bzw. B2I/MECL-1-

Proteasomaktivitat.

2.2.5 Kiristallviolett Assay

Zur Analyse der zytotoxischen bzw. zytostatischen Effekte der eingesetzten
Proteasominhibitoren auf Zellproliferation und Lebensfahigkeit wurde die Zellviabilitat mittels
Kristallviolett Assay untersucht. 8 x 10°® resuspendierte Melanomzellen in je 100ul Medium
wurden in eine 96-Well-Platte gegeben, verteilt und fir 24h adharieren gelassen. Nach
vorsichtigem Abnehmen des Mediums erfolgte die Zugabe von 100ul Medium ggf. mit Inhibitor
in Dreifach-Bestimmung inklusive Kontrollen und Leerwerte. Nach 24- bzw. 48-stiindiger
Inkubation wurde das Medium entfernt und 10min mit 50pl Kristallviolettldsung inkubiert. Nach
Absaugen der Flissigkeit wurde einmal mit 150ul PBS gewaschen und 100ul Kristallviolett-
Solvens hinzugegeben. Nach 10min Inkubation auf dem Plattenschuttler und Erreichen einer
gleichmaRigen Farbung wurde die Absorption bei 585nm im Elisa Reader bestimmt [187, 188].
Die Angabe des Ergebnisses erfolgte nach Abzug des Leerwerts als relative Viabilitat in
Prozent im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (Relative Viabilitat = (Ae-Ab) x 100 / (Ac-
Ab), Ab = Leerwert/Hintergrund, Ae= Messwert, Ac= unbehandelte Kontrolle) [104]. Die
Kalkulation der IC50 erfolgte anhand der Dosis-Wirkungskurve der dargestellten Versuche
mittels Graphpad Prism Software. Der Vergleich der Viabilitat verschiedener Zellarten bezieht
sich dabei auf den Vergleich der relativen Reduktion der Absorption. Aufgrund der Methodik
ist trotz Zelltod bis zum vollstandigen Verlust der Adharenz der Melanomzellen keine

Absorption von 0 zu messen [189].

2.2.6 Scratch Assay

Fur die Analyse des Migrationsverhaltens in der Zellkultur wurden 0,3 x 10® B16-F10-Zellen
pro Well in eine 6-Well-Platte Uberfihrt und mit dem Ziel einer 90%igen Konfluenz fir 24h
kultiviert [190]. Die Zellen wurden anschlieRend mittels Serum Starvation in der GO-Phase des
Zellzyklus fur 6h mit RPMI mit 1% FCS synchronisiert [191, 192]. Es erfolgte ein gerader
Scratch auf der Welloberflache mit einer 10pl Pipetten-Spitze ohne die Well-Beschichtung zu
zerstoren. Die dabei abgel6sten Zellen wurden mittels zweimaligen, vorsichtigen Waschens
mit PBS entfernt. Zum Start wurde das Medium mit 10% FCS und ggf. Proteasominhibitor
zugegeben. Anhand einer Markierung erfolgte nach einmaligem Waschen mit PBS und
Wechseln des Mediums alle 8h die fotografische Dokumentation. Die Objektivierung des

Scratches erfolgte durch das Messen des Abstands der Rander mittels des Programms
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ImageJ mit drei Messpunkten pro Ansatz. Dabei wurden die randomisierten Bilder ausgehend
von einer Zellstruktur ohne Zellauslaufer neutral gemessen [193]. Die statistische Auswertung

gibt den relativen Abstand im Bezug zum Oh-Wert bzw. Start an.

2.2.7 Zelltod-Methoden
Trypanblau-Assay

Zur ersten Analyse der Zytotoxizitat erfolgte ein eigens modifizierter Trypanblau-Assay [194,
195]. Dafiur wurden die Zellen in 6-Well-Platten tberfuhrt und fir 24h inkubiert. Nach 24h-
Behandlung mit Proteasominhibitoren wurden die Zellen entsprechend 2.2.1 abgeldst. Jede
Probe wurde doppelt mittels 0,5% Trypanblau-Losung gefarbt. Die Trypanblau-Exklusion zur
Unterscheidung lebender und toter Zellen erfolgte mikroskopisch mittels Z&hlkammer in
funffacher Messung pro Probe Die Auswertung erfolgte als prozentualer Anteil lebendender
Zellen zur unbehandelten Kontrolle.

Intrazellulare FACS-Analyse von Caspase-3

Die Analyse des Apoptose-assoziierten zytosolischen Proteins Caspase-3 erfolgte durch
intrazellulare FACS-Farbung. Daflir wurden die behandelten Zellen nach Zentrifugation in
500ul PBS+3,5% Paraformaldehyd gevortext und 10min bei 37°C inkubiert. Nach 1min auf Eis
erfolgte die Zentrifugation und ggf. Resuspension in 500ul -20°C Methanol sowie Lagerung
tber Nacht bei -20°C. Nach Uberfilhren in FACS-Rohrchen erfolgte die Zentrifugation und
Resuspension in 100ul PBS+0,5% BSA zur 10-minttigen Inkubation. AnschlieRend wurden
die Zellen mit 100ul der L6sung des primaren Antikérpers in PBS+0,5% BSA inkubiert. Nach
Waschen in PBS+0,5% BSA erfolgte die Resuspension in 500ul PBS und die
durchflusszytometrische Analyse mit Gating anhand der unbehandelten Kontrolle. Das
Ergebnis wurde als Fold Induction bzw. relativer MFI als Aquivalent der relative Anderung der

Fluoreszenzintensitat in Bezug zur unbehandelten Kontrolle angegeben.

2.2.8 FACS-Transporter-Analyse

Zur durchflusszytometrischen Analyse der MDR-Proteine ABCG2 und MDR1 erfolgte die
Oberflachen-Farbung der Zellen und FACS-Analyse. Dazu wurden die aus der Zellkultur
entnommenen Zellen in 10ml Zellfarbepuffer resuspendiert. Anschlielend erfolgte die
Inkubation mit Fluoreszenzfarbstoff-gebundenem Antikérper fir 20min im Dunkeln. Nach
dreimaligem Waschen in 5ml PBS+0,5% BSA fuhrten wir die durchflusszytometrische Analyse

mit Gating anhand der unbehandelten Kontrolle durch.
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2.2.9 Bodipy-BSc2189-Analyse

Zur weiteren Analyse des Proteasominhibitors BSc2189 hinsichtlich mdglicher Resistenz
durch MDR-basierten Efflux verwendeten wir einen mit dem 520-600nm absorbierenden
Bodipy-Fluoreszenzfarbstoff gekoppelten BSc2189. Dieses Konjugat wurde als
zytoplasmatisches Protease-Substrat genutzt. Die zu analysierenden Zellen wurden fiir 1h mit
0,1uM Bodipy-BSc2189 behandelt. AnschlieRend gaben wir Inhibitor-freies Medium hinzu. Alle
30min wurden die Zellen mit PBS gewaschen. In der Probe mit Einsatz des MDR-
Transportinhibitors Rapamycin wurde dieser dauerhaft dem Medium zugesetzt. Bei Erreichen
der Zielzeit nahmen wir die Zellen entsprechend 2.2.1 aus der Zellkultur. Nach einmaligem
Waschen in PBS und zweimaligem Waschen in PBS+0,5% BSA erfolgte die Fixierung der
Zellen in PBS+2% Paraformaldehyd. Zur Analyse wurden die Proben in PBS gewaschen und
in 300ul PBS resuspendiert. Die Fluoreszenz wurde durchflusszytometrisch im FITC-Kanal bei
488nm gemessen. Eine hohe Protease-Aktivitat korrelierte mit einer héheren Fluoreszenz und
eine hohe Transporteraktivitat mit einer geringeren Fluoreszenz. Das Ergebnis wurde als MFI

im Vergleich zur fehlenden Fluoreszenz der unbehandelten Kontrollen unter 3.6 angegeben.

2.2.10 Zellzyklus-Analyse

Die durchflusszytometrische Analyse des Zellzyklus erfolgte entsprechend der Literatur [196].
Nach Behandlung der Zellen fir 24 und 48 Stunden mit BSc2189 (0-1umol/l) wurden sie mit
in 4°C kaltem PBS+80% Ethanol fixiert und bei 0°C fur mindestens 12h inkubiert. Nach
Waschen der Zellen mit PBS+0,5% BSA wurden die Zellen mit 50ug/ml Propidiumiodid und
100pg/ml DNase-freier RNase A fur 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die
Durchfihrung und Analyse erfolgte durch Dr. Lider Wiebusch (Charité Berlin) mit dem
FACSCanto Il flow cytometer (BD Biosciences) und der Software FACSDiva, CellQuest-Pro
(BD Biosciences), FlowJo (FlowJo LLC) und ModFit-LT (Verity Software House).

2.2.11 Biomathematische Methodik und statistische Auswertung

Alle Experimente wurden inklusive Kontrollen und Leerwert durchgefiihrt. Die zellbasierten
Analysen erfolgten jeweils als Dreifachbestimmung. Die Auswertung der Ergebnisse erfolgte
nach Abzug des Leerwerts entsprechend der Angaben im Methoden- und Ergebnisteil. Bei
Angabe des relativen Ergebnisses erfolgte die prozentuale Angabe der Anderung bezogen auf
die unbehandelte Kontrolle bzw. der Differenz bezogen auf die angegebene Zellkultur. Dabei
werden zwischen Angabe der rel. Fluoreszenz sowie der Anderung der relativen
Fluoreszenzreduktion unterschieden. Die im Ergebnisteil angegebene Zahl ,n“ gibt die Anzahl

der in die Auswertung eingeflossenen, unabhangig durchgefihrten Versuche wieder. Bei n>1
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erfolgte die Angabe der Standardabweichung als Mald der Streuung um den abgebildeten
Mittelwert innerhalb der Abbildung. In der Abbildungen 10 wurde zur Ubersichtlichkeit auf die

Angabe der Standardabweichung verzichtet.

Die biomathematische Analyse und das Erstellen der Grafiken erfolgte mit Graphpad Prism
Software Version 8. Zur Berechnung der Signifikanz erfolgte die Analyse mittels
multidirektionaler ANOVA-Varianzanalyse mit post-hoc Tukey-T-Test. Die Signifikanzen
wurden als p-Wert und somit als Wahrscheinlichkeit einer rein zufalligen Korrelation in Form
des Symbols ,** angegeben. Ein p>0,05 wurde als nicht signifikant, ein p < 0,05 als signifikant
(*), p < 0,01 als hoch signifikant (**) und p < 0,001 bzw. p < 0,0001 als héchst signifikant (***
bzw. ****) gewertet. Bei Angabe der Symbole direkt am Wert auf der xy-Achse ist dieser im
Vergleich zum Ausgangswert ohne Inhibitor bzw. zur unbehandelten Kontrolle signifikant.
Weiterer Signifikanzbezug wird mittels Klammern dargestellt. Diese Signifikanzen an
Klammern entsprechen dabei Unterschiede verschiedener Zellkulturen zueinander. Die
Berechnung der mittleren inhibitorischen Konzentration (IC50) erfolgte anhand der kalkulierten
Dosis-Wirkungskurve der dargestellten Viabilitdtsassays (Determinationskoeffizient bei
IC50<1000nM uber 0,82) bzw. der logarithmierten Inhibition der Proteasomen.
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3 Ergebnisse

3.1 Analyse der Proteasomkomplexe in Melanomzellen

3.1.1 Proteasomaufbau in humanen Melanomzellen
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Abbildung 6 — Immunoproteasomen-Komplexe in unstimulierten
humanen Melanomzelllinien: Expression der IP-UE B5i/LMP7 (A),
BLi/LMP2 (B) und des B2i/MECL-1-Vorlauferproteins (C) in
unstimulierten Zellen mittels Western Blot-Analyse (n=2). Jurkat T-
Zellen (JE6) wurden als Positivkontrolle und GAPDH als
Ladekontrolle verwendet.

Fur die Auswahl geeigneter
Inhibitoren, die die Proteasomen der
Melanomzellen inhibieren, erfolgte
die Analyse der Expression der
katalytischen Untereinheiten (UE)
des Immunoproteasoms (IP) in
Melanomzelllinien (Abbildung 6). Die
Mehrzahl der analysierten humanen
Zelllinien exprimieren die
Immunoproteasom-Untereinheit (IP-
UE) B5i/ILMP7 entsprechend
vorheriger Analysen [197, 198]. Die
Expression von B1i/LMP2 zeigte sich
in den Zelllinien UKRV-Mel-21a, Ma-
Mel-86a und A375. Das
Vorlauferprotein  von B2i/MECL-1
konnte in den Zelllinien UKRV-Mel-
18a, UKRV-Mel-21a, Ma-Mel-86a
und A375 nachgewiesen werden.
Die Zelllinie MeWo zeigte keine
Expression der IP-UE.

3.1.2 Stimulation des Immunoproteasoms in humanen MeWo-Zellen

BS5I/LMP7
B1i/LMP2
B-Actin

Abbildung 7 — Aufbau des Proteasomkomplexes in MeWo- und
MeWoetw-Zellen: Induktion der IP-UE g5i/LMP7 und S1i/LMP2 nach
IFNy-Stimulation in den humanen MeWo- und MeWoktw-Zelllinien,
mittels Western Blot Analyse nachgewiesen (n=5).

Da die Expression von IP-UE durch
Interferone induziert wird, wurde
gepruft, ob durch IFNy-Stimulation
B5i/LMP7 und B1i/LMP2 in MeWo-
Zellen hervorgerufen werden kann
(Abbildung 7). In Abhangigkeit der
Expositionsdauer der MeWo-
Zellen gegeniber IFNy zeigt sich
eine vermehrte Expression der IP-
UE B5i/LMP7 und B1i/LMP2.
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Im Vergleich dazu konnte in den Etoposid-resistenten MeWo-Zellen (MeWoe) im Gegensatz
zu B1i/LMP2 kein B5i/LMP7 auf Proteinebene induziert werden.
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Abbildung 8 — Proteasom-PCR-Analyse: Induktion
der mRNA von B5i/LMP7 (E1- und E2-Variante),
BLi/LMP2, B2i/MECL-1, TAP1 und TAP2 nach IFNy-
Behandlung fur 6h und 16h in MeWo- und MeW Ogto-
Zellen bei konstanter Expression der
Standardproteasom-UE MB1 und Delta. GAPDH
wurde als Ladekontrolle eingesetzt (i. Z. m. N.
Riemann).

Diese Ergebnisse konnten auf RNA-Ebene
bestatigt werden. Es zeigte sich in MeWOgo-
Zellen keine Induktion von B5i/LMP7, weder
seiner SpleilBvariante E1 noch E2 (Abbildung
8). Die im benachbarten Genlokus zu B5i/LMP7
liegenden Genabschnitte TAP1 und TAP2
waren vorhanden
werden. Durch
Expression der IP-UE $1i/LMP2 und B2i/MECL-
1 induziert. Die mRNA der Standardproteasom-

und konnten stimuliert

IFNy-Stimulation wurde die

UE pB5MB1 und (1/Delta war konstant
exprimiert. Zusammengefasst konnten in
MeWo-Zellen [IP-UE durch IFNy stimuliert

werden. In MeWoew-Zellen im Vergleich zu
MeWo-Zellen zeigte sich auf RNA- und Protein-
Ebene eine B5i/LMP7-Defizienz. Da IP-UE nur
in einem Teil der untersuchten
Melanomzelllinien exprimiert sind, wurden im
Folgenden Proteasominhibitoren verwendet,
die sowohl die Aktivitait des Standard-

proteasoms als auch des IP inhibieren.

3.1.3 Nachweis eines funktionalen IFNy-Signalweges in MeWo- und

MeWoew-Zellen

Zum Ausschluss einer eingeschrankten Funktion des IFNy-Signalweges als Ursache fehlender

BSI/LMP7-Expression nach Stimulation in MeWogw-Zellen wurde die

IFNy-abhangige

Phosphorylierung von STAT1 in den Zelllinien MeWo und MeW ok, verglichen (Abbildung 9).

In MeWo und MeWogw-Zellen konnte 24h
und 48h nach Behandlung mit IFNy eine
STAT1-Phosphorylierung

werden. Ein

nachgewiesen
IFNy-
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Abbildung 9 — IFNy-abhéangiger Signalweg: pSTAT1-
Expression in MeWo- und MeWoetw-Zellen nach 24h und
48h IFNy-Stimulation mittels Western Blot-Analyse. 8-
Actin wurde als Ladekontrolle eingesetzt (n=2).

B5i/LMP7-Defizienz in

damit unwahrscheinlich.

MeWogt-Zellen
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3.2 Analyse der inhibitorischen Aktivitat der Proteasominhibitoren

Zur Analyse der inhibitorischen Aktivitat der Proteasominhibitoren erfolgten kinetische
Messungen der Proteasomaktivitaten in An- und Abwesenheit von Proteasominhibitoren.

3.2.1 Charakterisierung von Proteasominhibitoren anhand

gereinigter Proteasomkomplexe

Zunéchst wurden gereinigte Proteasomkomplexe aus den Zelllinien T2 (B-lymphoblastoide
Zelllinie mit Defizienz fur die IP-UE B5i/LMP7 und B1i/LMP2 [31, 199], Klon T2-2), T27
(Uberexpression der IP-UE B5i/LMP7- und B1i/LMP2 und damit auch Einbau der Untereinheit
B2i/MECL-1 [37, 200]) und JE6 (Expression der IP-UE) verwendet, um die Inhibition der
katalytischen UE des Standardproteasoms und des IP durch Proteasominhibitoren zu
untersuchen. In Abbildung 10 wurde die Chymotrypsin-ahnliche Proteasomaktivitat der 5/
B5i-UE gereinigter T2-Standardproteasomkomplexe mit der Aktivitat gereinigter
Immunoproteasom-Komplexe der JE6 T-Zelllinie unter Inhibition mit BSc2189, dem B5i/LMP7-
spezifischen Inhibitor ONX-0914 und Bortezomib verglichen [115].

T2 BSc2189 JEG6 BSc2189
60000 60000~ & ctrl
-= BSc2189 0,01uM
40000 40000+ -+ BSc21890,1uM
S 5 -¥ BSc2189 0,5uM
w v -+ BSc2189 1uM
20000 20000+
0 0
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
t [min] t [min]
T2 ONX-0914 JE6 ONX-0914
60000 60000
-& ctrl
-# ONX-0914 0,01pM
40000 40000 - ONX-0914 0,5uM
2 2 -+ ONX-0914 1uM
20000+ 20000+
04 T T T T T T T T T 04 — T T T T T T T T T
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
t [min] t [min]
T2 Bortezomib JE6 Bortezomib
60000 60000
o ctrl
-& Bortezomib 2,5nM
40000 40000+ - Bortezomib 5nM
E E -¥ Bortezomib 10nM
20000 200004 -4~ Bortezomib 50nM
0 0 T T L] 1 1 1 L] L] L] L]
0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180 0 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150 165 180
t [min] t [min]

Abbildung 10 — Proteasomaktivitat gereinigter Proteasomkomplexe: Kinetik der konzentrationsabhéngigen
Reduktion der Chymotrypsin-ahnlichen Proteasomaktivitéat der 85-UE angegeben als Fluoreszenzeinheiten
(FU) mittels Suc-LL-Val-Tyr-AMC in T2/Standardproteasomen (A) und JE6/Immunoproteasom-Komplexe (B)
nach Zugabe der Proteasominhibitoren BSc2189, ONX-0914 und Bortezomib (n=2).
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In der kinetischen Darstellung war eine Zunahme der Fluoreszenz als Aquivalent zum
freigesetzten fluorogenen Substrat Uber die Zeit festzustellen. Nach Zugabe der zu
untersuchenden Inhibitoren — BSc2189, ONX-0914 und Bortezomib — konnte eine
konzentrationsabhdngige Reduktion der Proteasomaktivitat gezeigt werden. In den in
Abbildung 10 dargestellten Proteasomaktivitdten der Proteasominhibitoren BSc2189, ONX-
0914 und Bortezomib ergeben sich Unterschiede in der Reduktion der Proteasomaktivitat in
Abhangigkeit der gereinigten Proteasomkomplexe. Die Analyse von BSc2189 zeigte in
geringer Konzentration eine starkere Inhibition der Proteasomaktivitéat von IP-UE in gereinigten
JE6-Proteasomkomplexe im Vergleich zu konstitutiv-exprimierten Standardproteasomen in
gereinigten T2-Proteasomen. In hoher Konzentration ergab sich eine ausgepragte Hemmung
sowohl in gereinigten T2- als auch in JE6-Proteasomen. Bortezomib zeigte in geringer
Konzentration eine starke Inhibition der gereinigten Proteasomkomplexe ohne Unterschied in
der Hemmung des Immuno(JEG6)- und des Standardproteasoms (T2, Abbildung 10).

60000~ —— e ONX-0914  zeigte in geringer

B JE6  Konzentration von 0,01pM
- ausschlie3lich  eine Inhibition der
Aktivitat der B5I/LMP7-haltigen

gereinigten  JE6-Proteasomen. In

40000+

FU

20000 R . ) )
hoherer Konzentration reduzierte sich

ebenfalls die Proteasomaktivitat der

0.05 o1 gereinigten T2-Proteasomen. Der in
ONX-0914 [uM] Abbildung 11 dargestellte Versuch
zeigt einen unabhangigen Ansatz, der
Abbildung 11 — Proteasomaktivitat mit ONX-0914: Signifikante L . .
Unterschiede der B5-Proteasomaktivitat mit ONX-0914 0,05puM  den signifikanten Unterschied in der
und 0,1uM behandelter gereinigter JE6/Immunoproteasom- A . .
Komplexe im Vergleich zu T2/Standardproteasomen Proteasomaktivitat bei geringen

angegeben als Fluoreszenzeinheiten (FU) nach Abzug des : _
Leerwertes (n=2, Dreifachbestimmung, *p < 0,05, ***p < 0.001). Konzentrationen von ONX-0914

bestéatigte.
Die in Abbildung 10 gezeigte Proteasominhibition durch ONX-0914 wurde im Folgenden durch
die Aktivitatsanalyse von gereinigten Proteasomkomplexen erweitert. In Abbildung 12 und 13
ist die Chymotrypsin-dhnliche Proteasomaktivitat der B5/85i-UE (gemessen mittels Suc-LL-
Val-Tyr-AMC [Tyr-Substrat]) und die Trypsin-dhnliche Proteasomaktivitdt der B2/B2i-UE
(gemessen mittels Val-Gly-Arg-AMC [Arg-Substrat]) dargestellt. Untersucht wurden gereinigte
Proteasomkomplexe aus T27-Zellen (Expression von B5i/LMP7-, B1i/LMP2 und B2i/MECL-1),
A375-Melanomzellen (Expression von B5i/LMP7, siehe Abbildung 6) im Vergleich zu T2-Zellen

(Expression der UE des Standardproteasoms, hier nicht gezeigt).
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Abbildung 12 - Proteasomaktivititen gereinigter Proteasomkomplexe mit ONX-0914: Chymotrypsin-

&hnliche/B5/85i (Tyr)-Proteasomaktivitat von B5i/LMP7-haltigen T27- und A375-Proteasomen gemessen mittels
Suc-LL-Val-Tyr-AMC (A, n=2) sowie Trypsin-dhnliche/B2/82i (Arg)-Proteasomaktivitdt von B2i/MECL-1-haltigen
T27-Proteasomen gemessen mittels Val-Gly-Arg-AMC (B, n=3) im Vergleich zur Standardproteasom-UE in T2-
Proteasomen behandelt mit 0,2uM und 0,5uM ONX-0914 angegeben als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) in %
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle.

Durch die Behandlung mit ONX-0914 zeigte sich eine Hemmung der Chymotrypsin-ahnlichen
B5/B5i-Proteasomaktivitat der T27- und A375-Proteasomkomplexe. Im Vergleich dazu wurde
die B5-Aktivitat der T2-Standardproteasomen durch ONX-0914 in mittlerer Konzentration
(0,1uM) nur gering gehemmt. Bei hdherer Konzentration (ONX-0914 0,5uM) ergab sich eine
malige Fluoreszenzreduktion der T2-Proteasomen, was auf unspezifische Nebeneffekte
hinweist. Die Trypsin-ahnliche/B2/B2i-Proteasomaktivitat aller Proteasomen wurde durch
ONX-0914 kaum beeinflusst.

In Abbildung 13 wurde die Proteasomaktivitdt von gereinigten Proteasomkomplexen nach
Inhibition mit BSc2189 analysiert.

A B
150 150
Tyr T2 Arg T2
< 100 [ { = Tyr 727 = 100 I 1o W Arg T27
S . [ TyrA375 5 Arg A375
[T [T
or 50 [ [ r S50

0,05 05 1 0,05 0,5 1
BSc2189 [uM] BSc2189 [uM]

Abbildung 13 — Proteasomaktivitat gereinigter Proteasomkomplexe mit BSc2189: Chymotrypsin-&hnliche/B35/B5i
(Tyr)-Proteasomaktivitdt von B5i/LMP7-haltigen T27- und A375-Proteasomen (A) sowie Trypsin-dhnliche/B2/(2i
(Arg)-Proteasomaktivitét von B2i/MECL-1-haltigen T27-Proteasomen (B) im Vergleich zur Standardproteasom-UE
in T2-Proteasomen behandelt mit 0,05, 0,5 und 1uM des Inhibitors BSc2189 angegeben als relative
Fluoreszenzeinheiten (RFU) in % bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (n=2).

Analog zu den in Abbildung 10 dargesteliten Ergebnissen zeigte sich eine
konzentrationsabhéngige Reduktion der Proteasomaktivitdét durch BSc2189. In geringer
Konzentration ergab sich wie bei JE6-Proteasomkomplexen eine deutliche Inhibition von
gereinigten T27-Proteasomkomplexen aufgrund der Uberexpression von B5i/LMP7, aber auch
von B5/MB1. Im Vergleich dazu zeigte sich eine geringere Hemmung der B5-Aktivitat
gereinigter T2-Standardproteasomkomplexe. Die Proteasomaktivitat der aus A375-Zellen
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gereinigten Proteasomkomplexe mit Expression sowohl von B5i/LMP7 als auch von 35/MB1
zeigte wie bei Inhibition durch ONX-0914 eine mittelstarke Proteasominhibition [201]. Es ist
somit anzunehmen, dass durch BSc2189 konzentrationsabhangig sowohl die B5i-, als auch
die B5-Proteasomaktivitdt gehemmt wird. Die Trypsin-ahnliche/B2/B2i-Proteasomaktivitat
wurde durch BSc2189 nicht beeinflusst.

100+ AST5 Die Analyse der Inhibition gereinigter
= M Ma-Mel-86a  Proteasomkomplexe weiterer humaner
> 504 W= Ma-Mel-63a  \elanomzelllinien, die die IP-UE
o . . .
._l B5i/LMP7 exprimieren (siehe Abbildung
T -j‘l 6, [197]), ist der Abbildung 14 zu
BSc2189 [uM] entnehmen. Hierbei wurde eine deutliche
Abbildung 14 — Proteasomaktivitét gereinigter Melanom- Hemmung der Chymotrypsin-ahnlichen
Proteasomkomplexe mit BSc2189: Chymotrypsin-
ahnliche/B5/B5i--Proteasomaktivitit gereinigter Proteasomaktivitat durch den
Proteasomkomplexe von Melanomzellen nach Behandlung o
mit 0,5uM und 1uM des Proteasominhibitors BSc2189 Proteasominhibitor BSc2189
angegeben als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) in % .
bezogen auf die unbehandelte Kontrolle (n=1). nachgewiesen.

Zusammenfassend wurde somit fur ONX-0914 in geringer Konzentration (bis 0,1puM) eine
B5i/LMP7-spezifische Hemmung bestatigt [26]. BSc2189 inhibiert sowohl die IP-UE B5i/LMP7
als auch die Standardproteasom-UE (5/MB1, wobei in geringer Konzentration die Aktivitat

B5i/LMP7-haltiger Proteasomkomplexe starker reduziert zu sein scheint.

3.2.2 Inhibition zellularer Proteasomen humaner MeWo-Zellen durch
BSc2189 und Bortezomib

Entsprechend der unter 2.2.4 dargestellten verschiedenen Varianten von Analysen der
Proteasomaktivitat ist in der Abbildung 15 die Analyse der zellularen Proteasominhibition in
MeWo-/MeWogw-Zellen durch BSc2189 dargestellt.

100- = MeWo Es zeigte sich eine hoch
MeWo-Etoposid  signifikante  konzentrations-
abhangige Reduktion der (35-
Aktivitat der MeWo-Zellen in

RFU [%]
[42]
<
—

I der zellularen Proteasom-
i i I T aktivitatsbestimmung. Bei
0- T T T T T i1_ H .
NP R N gleicher Expression des B5-
QO Qs .
© Standardproteasoms  (siehe
BSc2189 [uM]

3.1.2) war kein Unterschied
Abbildung 15 — Zellulare Proteasomaktivitat nach Behandlung mit )

BSc2189: Chymotrypsin-ahnliche/85-Proteasomaktivitat von MeWo- und der B5-Aktivitat zwischen
MeWoket-Zellen nach 1h-Inkubation mit BSc2189 als relative Fluoreszenz

nach 60min kinetischer Messung (n=3, samtliche Werte entsprechend MeWo- und MeWogw,-Zellen
**rxn < 0,0001 signifikant im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle).
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festzustellen. Ab einer Konzentration von 0,5uM BSc2189 scheint keine weitere Reduktion der
zellularen Proteasomaktivitat moglich zu sein. Die Proteasomkomplexe der MeWo-Zellen sind
ab dieser Konzentration somit als vollstandig gehemmt anzusehen. Die kalkulierte IC50 der
Hemmung der Aktivitdt zytoplasmatischer Proteasomkomplexe der MeWo-Zellen, also

zytosolischer Extrakte, liegt bei einem R? von 0,9767 bei 10,42nM.

*kkk

In der Abbildung 16 st die Analyse der

Kkkk

1007 Proteasomaktivtat im zytoplasmatischen MeWo-

Proteinlysats nach 24h Inkubation mit BSc2189

dargestellt. Es zeigte sich nach einmaliger Zugabe

RFU [%)]
()]
<

des reversiblen Inhibitors eine Uber 24h andauernde

signifikante Inhibition der Proteasomkomplexe.

0 01 05
BSc2189 [uM]
Abbildung 16 — Proteasomaktivitat nach 24h Behandlung mit
BSc2189: Chymotrypsin-ahnliche/35-Proteasomaktivitéat von fir 24h
mit BSc2189 behandelten MeWo-Zellen als relative Fluoreszenz
(RFU) nach 180min kinetischer Messung (n=3, ****p < 0,0001).

Zur Analyse der Inhibition des klinisch verwendeten Proteasominhibitors Bortezomib erfolgte
die zellulare Proteasomaktivitatsbestimmung in MeWo- und MeWog,-Zellen (Abbildung 17).

100 5 10 50 100
Bortezomib [nM] Bortezomib [nM]

A B
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MeWo-Etoposid
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& T 2
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-
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Abbildung 17 — Zellulare Proteasomaktivitéat nach Behandlung mit Bortezomib: Chymotrypsin-ahnliche/B5-
Proteasomaktivitat von MeWo- und MeWoetw-Zellen nach 1h- (A) und 4h- (B) Inkubation mit Bortezomib nach
60min kinetischer Messung angegeben als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) in % bezogen auf die
unbehandelte Kontrolle (n=3, séamtliche Werte entsprechend ****p < 0,0001 signifikant im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle).

Die B5-Aktivitat zeigte sich in der geringsten verwendeten Konzentration von Bortezomib hoch
signifikant reduziert, mit weiterer konzentrationsabhangiger Abnahme. Entsprechend der
Ergebnisse fur BSc2189 ergaben sich keine Unterschiede zwischen MeWo-/MeW og-Zellen.

Die Analyse der B5-Proteasomenaktivitdt von MeWo-Zellen nach 24h Behandlung mit dem

Proteasominhibitor PI-083 ist der Abbildung 18 zu entnehmen (siehe folgende Seite 47).

Im Vergleich mit den zuvor dargestellten Proteasominhibitoren ergab sich nur eine geringe

Reduktion der Proteasomaktivitat.
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100+ Zusammenfassend konnte fur Bortezomib und

BSc2189 eine ausgepragte

konzentrationsabhangige Reduktion der zellularen

RFU [%]
(el
o

Proteasomaktivitat gezeigt werden. Der
Proteasominhibitor PI-083 zeigt nur eine geringe
Inhibition der B5-Aktivitat.

2,5 5 75
P1-083 [UM]

Die Ergebnisse der Inhibition der
Abbildung 18 — Proteasomaktivitat nach

Behandlung mit PI-083: Chymotrypsin- Proteasomaktivitaten in Abhangigkeit der Expression
ahnliche/B5-Proteasomaktivitat von MeWo- . . .

Zelllysaten nach 24h Behandlung mit P1-083 von IP-UE dienen als Grundlage fur die folgenden
angegeben als relative Fluoreszenzeinheiten
(RFU) in % bezogen auf die unbehandelte

Kontrolle (n=2). Proteasominhibitoren.

Analysen  zur  zytotoxischen  Wirkung  der

3.3 Untersuchung der Zellviabilitdt unter Behandlung mit

Proteasominhibitoren

Die Inhibition des Proteasoms beeinflusst das Uberleben von Tumorzellen [54, 202—-204].
Aufgrund dessen analysierten wir die zellularen Auswirkungen der Behandlung von
Proteasominhibitoren auf Melanomzellen. Dafiir erfolgte die Untersuchung der Viabilitat mittels
Kristallviolett Assay [205]. Die Viabilitdt bezieht unter anderem Proliferation sowie Zelltod ein
und gibt somit anndherungsweise die Zytotoxizitat eines Inhibitors an. Die pharmakologisch-
toxikologische Wirkung der Inhibitoren wird am Ende jeden Abschnitts als mittlere

inhibitorische Konzentration (IC50) angegeben.

3.3.1 Anderung von Zellwachstum und -morphologie von

Melanomzellen durch Behandlung mit Proteasominhibitoren

In Abbildung 19 sind exemplarisch MeWo- und MeWoew-Zellen mikroskopisch dargestellt.

Unter Behandlung mit

Proteasominhibitoren

MeWo . . .
zeigte sich eine
Reduktion des
ctrl BSc2189 Zytoplasmas, des
Zellwachstums und der
zellularen Auslaufer.
MeWo-Etoposid : Abhéngig von der

Konzentration des

Proteasominhibitors

Abbildung 19 — Morphologische Veréanderung unter Behandlung mit
Proteasominhibitoren: Mikroskopische Beobachtung von MeWo- und MeW 0Okto-
Zellen nach 24h Behandlung mit 2uM BSc2189.
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sowie der Inkubationszeit lassen sich zytotoxische Effekte beobachten.
3.3.2 Viabilitat humaner MeWo-Zellen unter Proteasominhibition

Zur Analyse des zytotoxischen Effekts in humanen Melanomzellen im Vergleich zu
Chemotherapie-resistenten und nicht-entarteten Zellen erfolgte die in Abbildung 20
dargestellte Viabilitatsanalyse von MeWo-, MeWoew,-Zellen und Fibroblasten (NHDF).
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Abbildung 20 — Zellviabilitat: relative Viabilitdét von MeWo- und MeWoet-Zellen sowie Fibroblasten 24h (A, n=5)
und 48h (B, n=4) nach Behandlung mit den Proteasominhibitoren BSc2189, MG-132 und PI-083 in verschiedenen
Konzentrationen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (*p < 0,05, **p <0.01, ***p < 0.001, ****p < 0,0001,
Symbole an den Werten/Datenpunkten entsprechen Signifikanz zur unbehandelten Kontrolle, Signifikanzen an
Klammern entsprechen Unterschiede verschiedener Zellkulturen zueinander).

Allgemein bestétigte sich eine geringere Viabilitdt bei héherer Konzentration und langerer
Inkubation der Proteasominhibitoren. Nach 24h Behandlung von MeWo-Zellen mit 0,1uM
BSc2189 zeigte sich eine signifikante Abnahme der relativen Viabilitat im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (26%, p<0,0001) und zu humanen Fibroblasten (20%, p=0,0023).
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Nach 48h Inkubation mit BSc2189 zeigte sich eine weitere Zunahme der Zytotoxizitat in
MeWo- und MeWogo-Zellen ohne signifikante Auswirkungen in Fibroblasten. In geringer
Konzentration (BSc2189 0,05uM) ergab sich nach 48h eine hoch signifikante Reduktion der
Viabilitat in MeWo-Zellen um 66% und in MeWog,-Zellen um 37%. Es bestand ein signifikanter
Unterschied in der Viabilitatsreduktion der drei Zelllinien untereinander im Vergleich: MeWo
vs. Fibroblasten BSc2189 0,05uM — 58% (p<0,0001), MeWoe, VvSs. Fibroblasten BSc2189
0,1pM — 52% (p<0,0001), MeWo vs. MeW o0, BSc2189 0,1uM — 34% (p=0,0276).

Zusammenfassend zeigte sich somit eine hohe Zytotoxizitat von BSc2189 auf MeWo-Zellen
bei geringer, nicht-signifikanter Beeinflussung von Fibroblasten sowie eine, im Vergleich zu
MeWo-Zellen, geringere Viabilitatsreduktion von MeWog,-Zellen. Dies wird durch die
Unterschiede der IC50-Werte verdeutlicht (Tabelle 17).

Tabelle 17: 1IC50 von MeWo- und MeWoetw-Zellen sowie Fibroblasten nach 48h Behandlung mit BSc2189.

IC50 [nM] | MeWo | MeWog, | Fibroblasten
BSc2189 | 45 80 5816

Im Vergleich der Zytotoxizitat von BSc2189 und MG-132 auf MeWo-Zellen zeigte sich nach
24h und 48h kein signifikanter Unterschied, bei jedoch hoherer Zytotoxizitat von MG-132 auf
Fibroblasten. In der Analyse der Viabilitdt von MeWo-/MeW oew-Zellen und Fibroblasten mit PI-
083 liel3 sich nach 24h und 48h in allen drei Zelllinien eine signifikante Zytotoxizitat ab einer

Konzentration von 5uM ohne signifikante Unterschiede zwischen den Zelllinien feststellen.

— - = In Abbildung 21 ist die Viabilitat von MeWo-,
_— _|_ MeW ogw-Zellen und Fibroblasten unter Behandlung
%‘60_ mit Bortezomib dargestellt. Es bestand ein
% T signifikanter Unterschied in der zytotoxischen
E 1 Wirkung von Bortezomib auf MeWo- und MeW0go-
e Zellen und Fibroblasten bei geringen

s o ; Konzentrationen. Im Vergleich mit der Inhibition der
& N 25
é;;,\"’a 4 Q}o‘f Proteasomaktivitat (3.2) und der Viabilitat unter

< Q° . . .
& BSc2189 zeigt sich durch Bortezomib auf

Abbildung 21 — Zellviabilitat nach Behandlung ~ Fibroblasten eine hohere Zytotoxizitat.
mit Bortezomib: Relative Viabilitat von MeWo-

und MeWoew-Zellen sowie Fibroblasten 48h Zusammenfassend zeigt sich ein Unterschied in der
nach Behandlung mit 10nM Bortezomib (n=3,

*p < 0,05, *p < 0.01, ***p < 0.001, Viabilitatsreduktion durch die verwendeten
Signifikanzen an Klammern entsprechen L .
Unterschiede zwischen Fibroblasten, MeWo- Proteasominhibitoren MG-132, Bortezomib und

d MeWoew-Zellen). .
und MeWoeo-Zellen) BSc2189 zwischen MeWo- und MeWogw-Zellen vor

allem bei geringen Konzentrationen. BSc2189 hat eine ausgepragte Zytotoxizitat auf MeWo-

Zellen bei nur geringer Viabilitatsreduktion in Fibroblasten.
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3.3.3 Viabilitatsreduktion humaner Melanomzellen durch ONX-0914

Die Analyse der zellularen Viabilitat unter Behandlung mit dem B5i/LMP7-spezifischen
Proteasominhibitor  ONX-0914  erfolgte  anhand der  B5i/LMP7-exprimierenden
Melanomzelllinien A375 mit BRAF-V600E-Mutation und UKRV-Mel-18a im Vergleich zu
Fibroblasten und der 5/MB1-exprimierenden BRAF-Wildtyp MeWo-Zelllinie (Abbildung 22).
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Abbildung 22 — Zellviabilitdét humaner Melanomzellen nach Behandlung mit ONX-0914: Relative Viabilitat von A375-
und UKRV-Mel-18a-Zellen nach 24h (A) und 48h (B) Inkubation mit ONX-0914 im Vergleich zu MG-132 und
Epoxomycin (n=3). Zellviabilitdét nach 48h Behandlung mit ONX-0914 von MeWo-/MeWo0et-Zellen (C, n=3) und
Fibroblasten (D, n=2, Dreifachbestimmung; *p < 0,05, **p < 0.01, **p < 0.001, ****p < 0,0001, Symbole an den
Werten/Datenpunkten entsprechen Signifikanz zur unbehandelten Kontrolle).

In allen untersuchten Zelllinien war eine konzentrationsabhdngige Reduktion der Viabilitat
durch die Behandlung mit ONX-0914 festzustellen. Fir die Melanomzelllinien A375 und
UKRV-Mel-18a zeigte sich dabei eine hoch signifikante Zytotoxizitat durch Behandlung mit
ONX-0914 im Vergleich zur Kontrolle. Nach 48h Inkubation ergab sich im Vergleich zu 24h
eine weitere Reduktion der Viabilitat. Die Behandlung von MeWo- und MeW o0g-Zellen mit
ONX-0914 zeigte sowohl im Vergleich zu den Melanomzelllinien A375 und UKRV-Mel-18a als
auch zur Behandlung anderer Proteasominhibitoren (3.3.2) eine geringere Zytotoxizitat. Die
Behandlung von Fibroblasten mit ONX-0914 ergab eine geringe Reduktion der Viabilitdt im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle, welches wie die Viabilitdtsreduktion von MeWo- und
MeWoew-Zellen mit Expression der B5-UE des Standardproteasoms auf unspezifische

Nebeneffekte oder eine mogliche partielle Inhibition der f5-UE zurtickzufuhren ist.

Zusammenfassend kam es in den BSi/LMP7-exprimierenden Melanomzelllinien A375 und
UKRV-Mel-18a durch ONX-0914 zu einer hoch signifikanten Zytotoxizitéat bei einer IC50 von
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25,6nM fur UKRV-Mel-18a. Im Vergleich zeigte sich die Reduktion der Viabilitat von
Fibroblasten sowie der MeWo- und MeWog-Zelllinie mit Expression der B5-UE des

Standardproteasoms deutlich geringer und vor allem in hohen Konzentrationen bestehend.

3.3.4 \Viabilitatsreduktion von BRAF-Wildtyp und BRAF-mutierten

humanen Melanomzellen durch BSc2189 und Bortezomib

Onkogene Mutationen im Gen BRAF, welches die Proteinkinase B-Raf des MAPK-
Signalweges kodiert, sind aufgrund ihrer Verbreitung von 40-50% und fehlregulierten
Zellfunktionen wie Proliferation beim malignen Melanom relevant (1.6, [131]). Zur Analyse der
Zytotoxizitat von Proteasominhibitoren auf Melanomzellen in Abhangigkeit des BRAF-
Mutationsstatus erfolgte die Untersuchung von BRAF-Wildtyp (Ma-Mel-15) und BRAF-
mutierten (SK-Mel-28 und Ma-Mel-54a) Melanomzelllinien (Abbildung 23) [206].

A Die Viabilitat aller Zelllinien
wurde durch BSc2189 und

100 Bortezomib bereits bei der

--4-- Ma-Mel-15

--m--- Ma-Mel-54a .
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L P Konzentration im
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o
S
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0 T T T 1 ianifi i
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BSc2189 [uM] zeigte sich weiterhin eine
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Zunahme der Zytotoxizitat.
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signifikante Unterschiede

rel. Viabilitat [%]

von Uber 35% zwischen
Bortezomib [nM] den BRAF-mutierten

Abbildung 23 — Viabilitdt von BRAF-Wildtyp und BRAF-mutierten humanen Zelllinien Ma-Mel-54a und
Melanomzelllinien: Kristallviolett Assay von BRAF-mutierten SK-Mel-28- und

Ma-Mel-54a-Zellen sowie BRAF-Wildtyp Ma-Mel-15-Zellen nach Behandlung SK-Mel-28 sowie den
mit BSc2189 (A) und Bortezomib (B) fiir 48h (n=4, *p < 0,05, **p < 0.01, **p <

0.001, ****p < 0,0001, Symbole an den Werten/Datenpunkten entsprechen BRAF-wt-Zellen Ma-Mel-
Signifikanz zur unbehandelten Kontrolle, Signifikante Unterschiede zwischen
Ma-Mel-15 und beiden BRAF-mutierten Zellen an Klammern).

15. Ahnliche Ergebnisse
konnten bei der
Behandlung mit 10nM Bortezomib beobachtet werden. Die analysierten BRAF-mutierten

Melanomzellen reagierten somit sensitiver auf die Behandlung mit Proteasominhibitoren.
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Entsprechend der Kalkulation der IC50 (Tabelle 18) zeigte BSc2189 im Vergleich zu MG-132
(in Abbildung 23 nicht dargestellt) eine niedrigere IC50 als Beleg des gréReren Potentials.

Tabelle 18: IC50 von BRAF-Wildtyp und BRAF-mutierten humanen Melanomzelllinen nach Behandlung mit
BSc2189 und MG-132 fiir 48h

IC50 [nM] | Ma-Mel-15 | SK-Mel-28 | Ma-Mel-54a
BSc2189 |104,2 50,35 23,34
MG-132 |105,4 157,4 59,78

3.3.5 Viabilitatsreduktion von BRAF-Inhibitor-resistenten Melanomzellen

durch Proteasominhibitoren

In Abbildung 24 ist die Viabilitatsanalyse der BRAF-Inhibitor-resistenten humanen Ma-Mel-
66a- und Ma-Mel-57-Zellen unter Behandlung mit Proteasominhibitoren dargestellt. Dabei
zeichnen sich die Ma-Mel-66a-Zellen durch intrinsische Resistenz und die Ma-Mel-57-Zellen
durch erworbene Resistenz gegen den BRAF-Inhibitor PLX-4032 (PLX, Vemurafenib) aus
[169, 170].

A Es bestand eine
- o MoL66a signifikante
konzentrationsabhangige

Reduktion der Viabilitat in
Ma-Mel-66a- und Ma-Mel-

57-Zellen nach 24h

Behandlung mit BSc2189

und ONX-0914 (je 0,5uM).

Durch BSc2189 war eine

rel. Viabilitat [%]
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Abbildung 24 — Viabilitat von BRAF-Inhibitor-resistenten Zelllinien: Ma-Mel- signifikantes Resultat zu

66a-Zellen (A, n=4) und Ma-Mel-57-Zellen (B, n=3) nach 24h Behandlung mit
den Proteasominhibitoren BSc2189, MG-132 und ONX-0914 (***p < 0.001,

**xp < 0,0001). Proteasominhibitoren

erzeugen.

kdnnen somit in BRAF-Inhibitor-resistenten Zelllinien sowohl mit intrinsischer als auch

erworbener Resistenz eine signifikante Zytotoxizitat ausldsen.
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3.4 Analyse des Zelltods durch BSc2189 in MeWo-Zellen

Das Proteasom beeinflusst den Zelluntergang durch die Regulation apoptotischer und
zellregulatorischer Proteine wie Caspase-3 [62]. Die Zytotoxizitat durch Proteasominhibitoren
besteht u. a. durch die Induktion des Zelltods in Form von Apoptose und Nekrose. Somit ist
die Analyse dessen ein wichtiger Teil der Untersuchung von BSc2189.

3.4.1 Untersuchung des Zelltods

Zur Beurteilung des Zelltods von MeWo- und MeWoe,-Zellen erfolgte zunachst der in

Abbildung 25 gezeigte Trypanblau-Zelltod-Assay.

Die Anzahl der lebenden Zellen
Em MeWo nach 24h Behandlung mit den
W MeWo-Etoposid b 1oasominhibitoren  BSc2189

und P1-083 wurde im Vergleich zur

rel. Zelltod

Kontrolle  signifikant reduziert.

Konzentrationsabhangig besteht
ein Zelltod von bis zu 59% (1uM
BSc2189). Es ergab sich — anders
als bei der Viabilitaitsanalyse —

Abbildung 25 — Trypanblau-Zelltod-Assay: relativer Zelltod im kein  signifikanter  Unterschied

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle von MeWo- und MeWoOgto- ; _ -
Zellen nach 24h Behandlung mit den Proteasominhibitoren BSc2189 zwischen Mewo- und MeWoe
und PI-083 (n=3, *p < 0,05, **p < 0.01, **p <0.001, ***p <0,0001).  7g|len.

3.4.2 Aktivierung der Caspase-3

Zur Untersuchung der Apoptoseinduktion auf Proteinebene erfolgte die Analyse von Caspase-
3 in MeWo-Zellen mittels Western Blot (Abbildung 26).

MeWo MeWo-Eto
BSc2189[pM] |01 05 1 2 0 01051 2 0

Caspase-3 R

25kDa

cleaved Caspase-3 15kDa
- 45kD

B-Actin @

40kDa

Abbildung 26 — Caspase-3-Induktion: Western Blot-Analyse der konzentrationsabhangigen Spaltung und
Aktivierung der Caspase-3 durch Behandlung mit BSc2189 fiir 24h (A, n=4).
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Nach 24h Behandlung von MeWo- und MeWogw-Zellen mit BSc2189 zeigte sich eine
konzentrationsabhangige Spaltung (cleaved Caspase-3) und somit Aktivierung von Caspase-
3 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. In MeWo-Zellen scheint im Vergleich zu MeW 0Ogo-

Zellen bereits bei BSc2189 0,5uM ein deutlicher Anstieg der cleaved Caspase-3 zu bestehen.

Aufgrund begrenzter Mdglichkeit zur Quantifizierung der Caspase-3-Spaltung im Western Blot
und zur Bestétigung in einem zweiten Verfahren erfolgte die durchflusszytometrische Analyse
der aktiven Caspase-3 nach 24h und 48h Behandlung mit BSc2189 (Abbildung 27).
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Abbildung 27 — Nachweis der aktiven Caspase-3 nach Inkubation mit BSc2189: Durchflusszytometrische Analyse
der Induktion der aktiven Caspase-3 in MeWo- und MeWoetw-Zellen nach 24h (A, n=2) und 48h (B, n=4) Behandlung
mit steigender Konzentration von BSc2189. Dargestellt ist die relative Zunahme der aktiven Caspase-3 im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle (*p < 0,05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ***p < 0,0001, Symbole an den
Werten/Datenpunkten entsprechen Signifikanz zur unbehandelten Kontrolle, Signifikanzen an Klammern
entsprechen Unterschiede zwischen MeWo- und MeWoetw-Zellen).

Nach 24h Behandlung mit BSc2189 war bereits in geringer Konzentration ein signifikanter
Anstieg der Aktivierung von Caspase-3 in MeWo- und MeWog.-Zellen festzustellen. In MeWo-
Zellen ergab sich eine hohere Caspase-3-Aktivitat im Vergleich zu MeWogew-Zellen. Nach 48h
zeigte sich im Vergleich zu 24h Behandlung mit BSc2189 eine Zunahme der aktiven Caspase-
3. Es liel3 sich dabei insbesondere in geringer Konzentration ein signifikanter Unterschied
zwischen MeWo- und MeWog-Zellen feststellen. In MeWo-Zellen nahm nach 48h Behandlung
mit BSc2189 die aktive Caspase-3 bei steigender Konzentration anders als in MeW0g-Zellen

nicht weiter zu.

Zusammenfassend konnte sowohl mittels Western Blot als auch mittels Durchflusszytometrie
die Caspase-3-Aktivierung als Mechanismus zur Induktion der Apoptose fir BSc2189

nachgewiesen werden.
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3.5 Analyse der Beeinflussung des Zellzyklus durch BSc2189

Aufgrund der Regulation von beispielsweise Cyclinen durch das Proteasom kommt es durch
Proteasominhibitoren zu Veranderungen im Zellzyklus. Die Analyse des Zellzyklus in MeWo-
und MeWoew-Zellen unter Behandlung mit BSc2189 ist in Abbildung 28 dargestellt.

MeWo-24h MeWog, - 24 h

Abbildung 28 — Zellzyklus: durchflusszytometrische Analyse des Anteils der MeWo- und MeWoketw-Zellen in den
jeweiligen Zellzyklusphasen subG1, G1-, S- und G2/M-Phase nach 24h und 48h Behandlung mit dem
Proteasominhibitor BSc2189. In den DNA-Histogrammen sind die Zellzahl (y-Achse) gegen den DNA-Gehalt
(x-Achse) aufgetragen (zVg von Dr. Lider Wiebusch, Charité, Berlin).

Unter Behandlung mit dem Proteasominhibitor BSc2189 zeigte sich in MeWo- und MeW Ogo-
Zellen eine konzentrationsabhange Zunahme der Zellen in der G2/M-Phase mit Abnahme der
Zellen in S- und G1-Phase. Nach 48h zeigte sich insbesondere in MeWo- im Vergleich zu
MeW ogw-Zellen ein hoher Anteil der Zellen in der subG1-Phase, welche Zellen mit degradierter

DNA und somit unter anderem apoptotischen Zellen entsprechen [208].

Somit konnte fir BSc2189 ein konzentrationsabhéangiger Arrest in der G2/M-Phase sowie

subG1-Phase und somit die Beeinflussung des Zellzyklus hachgewiesen werden.
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3.6 Vergleich des Effluxes von Proteasominhibitoren durch MDR-
Transporter in MeWo-Zellen

Zur Untersuchung weiterer

moglicher Ursachen der

signifikant unterschiedlichen
Auswirkungen der Proteasominhibitoren auf MeWo- und MeWoe-Zellen erfolgte die Analyse
der Expression der Multi Drug Resistance (MDR)-Transporter (Abbildung 29) sowie die
funktionelle Auswertung eines mdaglichen Effluxes der Proteasominhibitoren (Abbildung 30).
Die Expression der ATP-binding-cassette-(ABC)-Transporter wie ABCC1, ABCG2 oder MDR1

gelten als Ursache fir erworbene Resistenzen durch Efflux des Agens [158, 159].
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Abbildung 29 — Chemotherapie-Resistenz-Analyse in MeWo- und MeWoetw-Zellen: Expression der Transporter
ABCC1, ABCG2 und MDR1 in MeWo- und MeWoketo-Zellen nach 24h Inkubation mit BSc2189 mittels PCR (A,
n=2) sowie nach 24h Stimulation mit IFNy mittels Immunpréazipitation und Immunoblot mit Antikdrpern gegen die
MDR-Transporter ABCC1, ABCG2 und MDR1 (B, n=1). Durchflusszytometrische Analyse der Expression von
ABCG2 und MDR1 in MeWo- und MeWoet-Zellen nach 24h Behandlung mit den Proteasominhibitoren BSc2189
und Bortezomib sowie Etoposid (C, n=1).

Entsprechend der PCR-Analyse zeigte sich eine gleichm&Rige Expression von ABCCL1 in
MeWo- und MeWoew-Zellen im Vergleich zur Ladekontrolle GAPDH (Abbildung 29-A). Die
Expression von ABCG2 war bei starkerer Expression in MeWog,-Zellen nicht vollstandig
geklart, sodass zur Analyse die Immunprézipitation der Zelllysate von MeWo- und MeW Ogto-
Zellen mit und ohne Stimulation mit IFNy hinsichtlich der Proteinexpression von ABCC1,
ABCG2 oder MDR1 durchgefiihrt wurde (Abbildung 29-B). Es zeigte sich eine ABCG2-
Expression ausschlie3lich in MeWo-Zellen bei gleichméaRiger Proteinexpression von ABCC1

und MDR1. Aufgrund der widersprichlichen Ergebnisse der Analysen erfolgte die FACS-
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basierte Expressionskontrolle von ABCG2 und MDR1 (Abbildung 29-C). Dabei zeigte sich im
Vergleich der unbehandelten Kontrollen von MeWo- und MeWog-Zellen kein Unterschied in
der Expression sowie kein Unterschied in der Expressionsanderung unter Behandlung mit

Proteasominhibitoren und Etoposid.

Zur funktionellen Analyse eines moglichen Effluxes von Proteasominhibitoren durch MeW Ogto-
Zellen als Erklarung fur die geringere Viabilitdtsreduktion im Vergleich zu MeWo-Zellen
erfolgte die durchflusszytometrische Analyse mit Hilfe des fluoreszierenden Inhibitors Bodipy-
BSc2189 (Abbildung 30). Dabei zeigte sich kein Unterschied in der Detektion des freigesetzten

500001 - MeWo Bodipy-Fluoreszenzfarbstoffs nach
40000+ MeWo-Etoposid Exposition mit BSc2189 im
i B MeWo + Rapamycin .
gmoo Vergleich von MeWo- zu MeW Og;o-
20000+ . .
Zellen bei Reduktion der
10000+ .
Fluoreszenz mit Zunahme der
0-
& ® @ @ Inkubationszeit. Durch die
<° & &° ol
&@% &@ &@‘b &@‘b Hemmung von MDR-Transportern
9 ) ) 9
‘27 <27 N7 N7 . .
< o o o durch den Transporterinhibitor
Abbildung 30 — FACS-Analyse des Transports von BSc2189: Rapamycin in MeWo-Zellen konnte
Durchflusszytometrische Analyse von MeWo, MeWoEtw sowie mit :
Rapamycin behandelten MeWo-Zellen nach Zugabe des n zusammenfassender
farbstoffgebundenen Bodipy-BSc2189 fur Oh,1h,2h und 4h (n=1). Betrachtung dieser Ergebnisse

belegt werden, dass die unterschiedliche Viabilitdt von MeWo- und MeWogw-Zellen nicht auf

eine veranderte Expression und Funktion von MDR-Transportern zurlickzuftihren ist.

3.7 Einfluss von BSc2189 auf den NF-kB-Signalweg

& Das Proteasom ist u. a. Uber die Degradation

>
& von IkBa an der Regulation der Aktivitat des
O 9
> & > proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-
& & o

& & o o‘b KB beteiligt. Aufgrund der wichtigen Rolle von
KK I\ NF-kB in Prozessen der Zellproliferation und
IkBo | - e — [ 40kDa Apoptose erfolgte die Proteinanalyse von IkBa
B-Actin | D e e=> e O (Abbildung 31). Nach Behandlung der MeWo-
Abbildung 31 — NF-kB-Beeinflussung in MeWo- Zellen mit TNFa und dadurch Aktivierung der

Zellen: 1xBa-Degradation und Stabilisation in MeWo- IKB-Ki . ich die D dati d
Zellen nach Behandlung mit 1uM BSc2189 und kB-Kinase f zeigte sic ie Degradation des

Stimulation mit TNFa allein und in Kombination (n=3). Proteins IkBa (s. 1.4). Nach vorangegangener

Proteasominhibition mit 1uM BSc2189 war hingegen eine Stabilisierung von IkBa deutlich.
BSc2189 verhindert somit die Aktivierung von NF-kB. Fir den Proteasominhibitor BSc2189
wurde zusammenfassend die IkBa-Stabilisierung und somit die Beeinflussung der Regulation

des proinflammatorischen Transkriptionsfaktors NF-kB nachgewiesen.
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3.8 Analyse der Beeinflussung muriner Melanomzellen durch

Proteasominhibitoren

Als Grundlage fur murine Tierversuche erfolgte die Analyse der Proteasomzusammensetzung
von murinen B16-F10 und Hgf-Cdk4-Zelllinien. Die aus UVB-bestrahlten nackten Mausen
isolierten Hgf-Cdk4R?*c-Melanomzelllinien wurden als murines Melanommodell aufgrund der
klinisch relevanten Mutation der Zellzyklus-regulierenden Cyclin-abhéngigen Kinase 4
(Cdk4R?4€), die Unterschiede in Wachstum, Entartung und Morphologie der Melanomzelllinien
1274, 384 und 3158 begrindet, verwendet [179-181]. Die B16-F10-Zellen wurden vielfach

analysiert und zeichnen sich durch hohe Proliferation aus.

3.8.1 Expression von Immunoproteasom-Untereinheiten in murinen

Melanomzelllinien

Die Expression der IP-UE in den verwendeten murinen B16-F10 und Hgf-Cdk4-Zellen ist der
Abbildung 32 zu entnehmen.
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Abbildung 32 — Nachweis von Immunoproteasom-Untereinheiten in murinen Melanomzellen: IFNy-Stimulation der
IP-UE B5i/LMP7 und B1i/LMP2 in murinen Hgf-Cdk4- und B16-F10-Zellen (n=2).

Nach IFNy-Stimulation zeigte sich in den Hgf-Cdk4-Zelllinien 1274 und 3158 sowie in der B16-
F10-Zelllinie eine starke Induktion von B5i/LMP7 und B1li/LMP2 bei geringer Expression im
unstimulierten Zustand.
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3.8.2 Analyse von IkBa in Hgf-Cdk4-Zelllinien

Die proinflammatorischen Eigenschaften der Melanomzellen werden durch die Analyse von
IkBa in Hgf-Cdk4-Zelllinien mit Unterschieden in der Proliferation unterstrichen (Abbildung 33)
[206].

A B In hochproliferativen 1274-Zellen
« war im Vergleich zu langsam
S & 2 2 N ,
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s 0\\0\6\ > o & & konzentrations-abhangige IkBa-
NI SO IR Dearadati Stimulati
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p— - sem amw  |KBo (s s . g [ 4002
Signalweg war im Gegensatz
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dazu in langsam wachsenden
Abbildung 33 — |xBa-Degradation und Stabilisation in murinen Hgf- 384-Zellen kaum  aktivierbar.

Cdk4-Melanomzellen: Konzentrationsabhangige Degradation von [xB«

in 1274 und 384-Zellen unter TNFa-Stimulation (A, n=2). |xBo- IkBa konnte in 1274-Zellen nach

Stabilisation in 1274-Zellen nach Zugabe von 1uM BSc2189 und TNFa vorheriger Inkubation mit
im Vergleich zur Kontrolle sowie zur alleinigen Behandlung mit
BSc2189 und TNFa (B, n=4). B-Actin wurde als Ladekontrolle BSc2189 wieder stabilisiert

eingesetzt.
werden (Abbildung 33-B).

3.8.3 Analyse der Viabilitat muriner Melanomzellen

Zur Untersuchung der Zytotoxizitat der Proteasominhibitoren auf murine Zelllinien erfolgte die
Viabilitatsanalyse von B16-F10-Zellen (Abbildung 34) und Hgf-Cdk4-Zellen (Abbildung 35).
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Abbildung 34 — Viabilitdt von murinen B16-F10-Zellen: Relative Viabilitdt von B16-F10-Zellen nach Behandlung
mit den Proteasominhibitoren BSc2189, MG-132, PI-083 und Epoxomycin fiir 24h bezogen auf die unbehandelte
Kontrolle (n=3, ***p < 0.001, ****p < 0,0001, Signifikanz zur unbehandelten Kontrolle).

Entsprechend der bisher dargestellten Kristallviolett Assays zeigte sich eine konzentrations-
abhangige, signifikante Reduktion der relativen Viabilitdt insbesondere durch den
Proteasominhibitor BSc2189.
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Die Viabilitat der sich in Proliferation und morphologischer Entartung unterscheidender muriner
Hgf-Cdk4-Zelllinien unter Behandlung mit den Proteasominhibitoren BSc2189 und ONX-0914
ist in Abbildung 35 dargestellt.
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Abbildung 35 — Viabilitat von Hgf-Cdk4-Zelllinien: Zellviabilitat der murinen Hgf-
Cdk4-Zelllinien 1274, 384 und 3156 nach 24h Behandlung mit den Proteasom-
inhibitoren BSc2189 (A, n=4) und ONX-0914 (B, n=4, *p < 0,05, **p < 0.01, **p <
0.001, ****p < 0,0001, Signifikanzen an Klammern entsprechen Unterschiede der
Zellen untereinander an Konzentrationen 0,5uM und 1pM).

Unter Behandlung mit
BSc2189 war bereits in
geringer Konzentration
eine signifikante
Reduktion der Viabilitat

hochproliferativer
1274-Zellen zZu
messen (BSc2189
0,1uM 64%). 384- und
3156-Zellen
erst unter Behandlung
mit 0,5uM BSc2189

signifikante

zeigten

eine
Reduktion der Viabilitat

(384: 39%,; 3156:
19%). In geringer
Konzentration des

B5i/LMP7-spezifischen
Proteasominhibitors
ONX-0914 zeigte sich

aufgrund der geringen

Expression der LMP7/p5i-UE im nicht-induziertem Zustand in den Hgf-Cdk4-Zelllinien (3.8.1)
nur in 1274-Zellen eine geringe signifikante Reduktion der Viabilitat. In héherer Konzentration
zeigte sich in 1274- und 384-Zellen eine deutliche signifikante Zytotoxizitat (ONX-0914 0,5uM
1274: 67%; 384: 28%) bei nur geringer signifikanter Zytotoxizitat in 3156-Zellen. Entsprechend

der in der Grafik angegebenen Signifikanzen lassen sich deutliche Unterschiede zwischen den

Zelllinien nachweisen.

Tabelle 19: IC50 anhand der Viabilitat von Hgf-Cdk4-Melanomzelllinien

IC50 [NM]

1274

384

BSc2189

71,46

888,3

ONX-0914

330,8

1838

Die stark divergierenden IC50-Kalkulationen unterstreichen das
unterschiedliche Potential der Proteasominhibitoren BSc2189 und
ONX-0914 bei den Hgf-Cdk4-Zelllinien in Abh&angigkeit von den

Unterschieden im Wachstum, Entartung und Morphologie sowie Expression der LMP7/85i-UE.
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3.9 Migrationsbeeinflussung von Melanomzellen durch BSc2189

Zur Evaluation der Auswirkung des Proteasominhibitors BSc2189 auf die Metastasierung

erfolgte die in vitro-Migrationsanalyse von B16-F10-Zellen mittels Scratch Assay, welcher

Oh 16h 24h 32h

Ctrl

BSc2189 O < ol i
0,025uM

BSc2189
0,05uM

BSc2189
0,1uM o

Abbildung 36 — Scratch Assay: Scratch Assay muriner B16-F10-
Zellen mit mikroskopischer Aufzeichnung der Viabilitat, Migration
und morphologischer Veranderungen unter Behandlung mit
BSc2189 mit keiner (-blau), maRiger ( rosa) und
ausgepragter/zytotoxischer (-rot) Auswirkung entsprechend der
Breite des zugefiigten ,Ritzes” (n=3).

Faktoren wie Zelladharenz,
Proliferation, Zelltod und
Geschwindigkeit  der Migration
miteinbezieht (Abbildung 36 und 37)
[209-211]. In unbehandelten Zellen
kam es nach Zufligen des ,Ritzes" im
Zellverband bei Oh zu einem
vollstandigen Schluss nach 32 bis
40h. Unter Behandlung mit BSc2189
kam es ab einer Konzentration von
0,05uM einem reduzierten, jedoch
weiterhin bestehendem Abstand und
somit zu einer deutlich sichtbaren
Verzégerung der in vitro-Migration.
Die Behandlung von B16-F10-Zellen
mit  0,1uM BSc2189 zeigte

spatestens nach 24h Behandlung zellulare Zytotoxizitat mit morphologischen Veranderungen,

wie unter Punkt 3.3.1 gezeigt. Die statistische Auswertung der Scratch Assay-Versuche mit

B16-F10-Zellen nach Inkubation mit BSc2189 bestétigte die verzdgerte Abstandsreduktion

schon in geringer Konzentration (Abbildung 37).
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Abbildung 37 — Scratch Assay-Analyse: Statistische Auswertung der

Messung des Abstands des ,Ritzes” in B16-F10-Zellen nach Behandlung
mit BSc2189 (n=4, *p < 0,05, **p < 0.01, ***p < 0.001, ****p < 0,0001,
Signifikanzen an Klammern entsprechen Unterschiede zwischen den

Konzentrationen zu entsprechendem Zeitpunkt).

Es zeigte sich eine

80 BN BSc2189 0,01uM signifikante Reduktion der
[ BSc2189 0,025uM
[ BSc2189 0,05uM

Migration zwischen Kontrolle
und BSc2189 0,05pM nach
16h sowie zwischen
Kontrolle und BSc2189
0,025uM nach 24h. Aufgrund
der in Abbildung 34 und 36
dargestellten zytotoxischen
Wirkung auf B16-F10-Zellen

unter Behandlung mit 0,1uM BSc2189 war keine sinnvolle statistische Auswertung maoglich.

Die zellulare Migration und Proliferation von B16-F10

-Zellen zeigte sich somit durch den

Proteasominhibitor BSc2189 bereits in geringer Konzentration (0,05uM) gehemmt.
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4. Diskussion

Proteasominhibitoren stellen aufgrund der Vielzahl der durch das Ubiquitin-Proteasom-System
regulierten zellularen Prozesse einen wichtigen Angriffspunkt in der antineoplastischen
Therapie dar. Im Folgenden werden die relevanten Ergebnisse der Analyse von
Proteasominhibitoren bezogen auf das maligne Melanom diskutiert.

4.1 Proteasomkomplexe in den untersuchten Melanomzelllinien

In der Analyse des Proteasomaufbaus konnten wir die Expression von Immunoproteasom-
Untereinheiten (IP-UE) in Proteasomkomplexen von unstimulierten humanen und murinen
Melanomzelllinien nachweisen (3.1.1 und 3.8.1). Auch in anderen malignen und teilweise
nicht-malignen Zelllinien konnten IP-UE nachgewiesen werden [38, 212]. Das
Immunoproteasom (IP) hat im Melanommodell eine gegen Krebszellen gerichtete Aktivitat und
hinsichtlich des klinischen Verlaufs eine bessere Prognose [166]. Sowohl fir Patient_innen mit
malignem Melanom als auch mit Brustkrebs konnte bei Expression von IP-UE in Abhangigkeit
von Tumor-infiltrierenden Lymphozyten ein besseres Uberleben gezeigt werden [213, 214].
Dies ist unter anderem auf die Antigenprasentation einhergehend mit einer erhdhten
antitumoralen Immunitat zurtckzuftihren. Unter inflammatorischen Bedingungen zeigen
Immunoproteasomen im Vergleich zu Standardproteasomen eine gesteigerte proteolytische
Aktivitat, wodurch der hohere Proteinstoffwechsel der malignen Zellen aufrechterhalten
werden kann. Ubereinstimmend mit unseren Ergebnissen wurde nachgewiesen, dass
entartete Melanomzellen mit hoher Proliferation haufig eine Expression der IP-UE zeigen
[165]. Durch Inhibition der Proteasomen kommt es zu einer Akkumulation von ubiquitinierten
Proteinen und zur Induktion der Apoptose/Nekrose. Die Zerstérung maligner Zellen resultiert
in einer Inflammationsreaktion mit IFNy-Freisetzung in der Mikroumgebung der Tumorzellen
[215]. Mittels IFNy-Stimulation konnten wir analog zur Analyse in vivo die gesteigerte
Expression von IP-UE in humanen Melanomzelllinien nachweisen (3.1.2; [166]). Zudem
scheint das IP in einem anderen Zusammenhang als funktionelle Verbindung zwischen
chronischer Entziindung und Krebsentstehung zu fungieren [166]. In einem murinen Colitis-
Modell wurde die Entstehung eines Colitis-assoziierten Karzinoms bei Expression von IP-UE
und damit verbundener Freisetzung tumorigener Zytokine ausgeldst. Inhibition der
Proteasomen und insbesondere der IP-UE sind somit ein vielversprechender Angriffspunkt in

der Therapie des malignen Melanoms.
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4.2 Inhibition von Proteasom-Untereinheiten

Mittels Proteasomaktivititsmessung erfolgte die Analyse der Dauer und Auspragung der
Inhibition der katalytischen Untereinheiten der Proteasomkomplexe durch die
Proteasominhibitoren.

Fir das in klinischer Behandlung eingesetzte Bortezomib zeigte sich eine gleiche Hemmung
der B5- und der B5i-Untereinheit (UE). Dies entspricht den verdffentlichten Analysen [216—
218].

Der Proteasominhibitor ONX-0914 zeigte in Konzentrationen bis 0,1uM eine signifikant
starkere Inhibition der 35i- im Vergleich zur f5-UE. Mit zunehmender Konzentration nahm, bei
weiterhin starkerer Hemmung der B5i-UE, dieser Unterschied ab. Dies ist moglicherweise auf
eine partielle Inhibition der Proteasomaktivitat der B5-UE bzw. der Bli-UE oder andere
unspezifische Nebeneffekte zurtickzufiihren. Es zeigte sich keine Beeinflussung der p2/B2i-
Aktivitat. Damit ist ONX-0914, wie bereits beschrieben, in geringer Konzentration als
spezifischer B5i//LMP7-Inhibitor anzusehen [115].

Der zuvor gering untersuchte reversible Proteasominhibitor BSc2189 zeigt ein hohes Potential
aufgrund der bekannten, starken und spezifischen Hemmung der B5/B5i-UE sowie der hoch-
aktiven o-Ketoamid Gruppe mit der damit postulierten Moglichkeit tief in solide Tumore
einzudringen [105-108]. Die P2/B2i-Aktivitat wurde nicht beeinflusst. Nach einmaliger
Applikation von BSc2189 zeigte sich in unseren Versuchen bereits nach 1h eine nicht
steigerbare Inhibition der B5-UE, welche 24h anhielt (3.2.2). Unter anderem damit lassen sich
strukturelle und mechanistische Vorteile von BSc2189 im Vergleich zu anderen

Proteasominhibitoren postulieren [219].

Wie dargestellt wurde, zeigen viele Melanomzelllinien eine Expression von IP-UE. Das IP
spielt im Vergleich zum Standardproteasom aufgrund seiner hdheren Effizienz im Abbau von
ubiquitinierten Proteinen unter inflammatorischen Bedingungen eine wichtige Rolle in der
Zellregulation [21, 41]. Aufgrund dieser Punkte ist eine Inhibition von IP-UE in Melanomzellen
ein rationaler Therapieansatz, welcher auch bei anderen IP-UE-exprimierenden Tumorzellen
evaluiert wurde [220]. In Zellen mit Uberwiegender Expression der (5-UE des
Standardproteasoms hingegen, wie in MeWo-Zellen, bietet BSc2189 gegeniiber ONX-0914
einen Vorteil. Aufgrund der Inhibition der B5i/LMP7-IP-UE und B5-UE des
Standardproteasoms ergibt sich insbesondere fir BSc2189 ein grol3es Potential mit im
Folgenden weiter zu untersuchenden Auswirkungen auf die Zytotoxizitat und die Aktivierung

von Signalwegen [105-108].
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4.3 Zytotoxizitat von BSc2189 und ONX-0914 auf Melanomzellen

Fur den zuvor gering analysierten Proteasominhibitor BSc2189 erfolgte eine
Zytotoxizitatsanalyse anhand verschiedener Melanomzelllinien. Demnach zeigte sich in
geringer Konzentration eine signifikante Reduktion der Viabilitat unter anderem in MeWo,
BRAF-Wildtyp und BRAF-mutierten sowie BRAF-Inhibitor-resistenten Melanomzelllinien. Im
Vergleich der verwendeten Zelllinien untereinander zeigte sich, dass der zytotoxische Effekt
bei Zellen mit hoherer Proliferation, wie zum Beispiel den murinen B16-F10-Zellen oder der
Hgf-Cdk4-Zelllinie 1274 im Vergleich zur Hgf-Cdk4-Zelllinie 384, ausgepragter ist [141]. Die
Zytotoxizitat wurde durch die BSc2189-induzierte Apoptose mit Anstieg von Zellen in der
subG1-Phase des Zellzyklus sowie mechanistisch durch die durch BSc2189 gesteigerte
Expression der aktiven Caspase-3 belegt. Die Proliferationshemmung beruht nach unserer
Analyse unter anderem auf dem hier belegten Proteasominhibitor-induzierten G2/M-
Zellzyklus-Arrest, welcher im Vergleich zur Viabilitdtsreduktion erst in héherer Konzentration
nachweisbar war. Ein Proteasominhibitor konzentrationsabhangiger G2/M-Arrest mit daraus
hervorgehender Apoptose fir Melanomzellen ist mehrfach publiziert worden [104, 221, 222].
Hingegen ist beschrieben worden, dass Melanomzellen im G1-Arrest, z. B. induziert durch
Inhibitoren des Mitogen Activated Protein Kinase (MAPK) — Signalweges, resistent
gegenuber einer durch Bortezomib-induzierten Apoptose sind [221, 223-225]. Im Vergleich
zum Proteasominhibitor BSc2118 scheint der durch BSc2189 induzierte G2/M-Arrest &hnlich
zu sein, wobei BSc2118 in geringerer Konzentration den Eindruck einer hoheren
Viabilitatsreduktion macht [104]. BSc2189 fuhrt &hnlich der Analyse fur BSc2118 nur zu einer

geringen Beeinflussung von Fibroblasten.

Der Proteasominhibitor ONX-0914 zeigte hinsichtlich der Zytotoxizitat in Melanomzellen mit
Expression der IP-UE B5i/LMP7 eine hoch signifikante Reduktion der Viabilitdt, welche in
Melanomzellen mit B5-UE des Standardproteasoms deutlich geringer und oftmals nicht
signifikant war. Dieser Unterschied in der Hemmung zwischen dem B5i/LMP7-spezifischen
Proteasominhibitor ONX-0914 im Vergleich zum Proteasominhibitor BSc2189 zeigte sich
deutlich in der Viabilitadtsanalyse der murinen Hgf-Cdk4-Zelllinien bei einer ONX-0914
Konzentration bis zu 0,1uM. Als Ursache der dennoch bestehenden Zytotoxizitat bei hoheren
Konzentrationen von ONX-0914, trotz auf Proteinebene nur geringer Expression der IP-UE
B5I/LMP7, lassen sich die partielle Inhibition der Proteasomaktivitat der f5-UE, der Bli-UE
oder unspezifische Nebeneffekte diskutieren (3.8.3). Die Behandlung von Fibroblasten mit
ONX-0914 wies eine im Vergleich zu Bortezomib geringere Reduktion der Viabilitat auf, die
entsprechend der Analysen jedoch grof3er als die durch BSc2189 ist. Damit ergeben sich
hinsichtlich der zytotoxischen Wirkung die wenigsten unerwiinschten Nebeneffekte auf nicht-
maligne Zellen, als Zeichen geringerer Nebenwirkungen, fir BSc2189 gefolgt von ONX-0914

im Vergleich zu Bortezomib.
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Insgesamt zeigte sich eine vielversprechende Wirkung von ONX-0914 in B5i/LMP7-haltigen
Zelllinien. Der Einsatz von Inhibitoren des IP kdnnte moglicherweise die aufgrund der
nichtselektiven Proteasomhemmung aufgetretenen Probleme wie Nebenwirkungen
reduzieren, wie bereits in klinischen Untersuchungen gezeigt werden konnte [114]. Der
Inhibitor  wurde  hinsichtlich  einer  mdglichen  klinischen  Verwendung  bei
Autoimmunerkrankungen untersucht [226—228]. Die oftmals limitierende Neurotoxizitat von
Bortezomib scheint bei ONX-0914 geringer ausgepragt zu sein, was die Chancen auf einen
klinischen Einsatz verbessert [229]. Diese Ergebnisse unterstreichen das Potential von
BSc2189 und ONX-0914 mit moglicherweise besserer Vertraglichkeit, was weitere in vitro- und

in vivo-Analysen in onkologischen Modellen empfehlen lasst [230, 231].

4.4 Metastasierungsbeeinflussung unter Behandlung mit BSc2189

In der Analyse der Beeintrachtigung der Migration und Metastasierung von murinen B16-F10-
Melanomzellen mittels Scratch Assays konnte durch Behandlung mit dem Proteasominhibitor
BSc2189 in geringer Konzentration eine signifikante Beeinflussung gezeigt werden. Da in
dieser Analyse die Viabilitdt und Proliferation oft mit abgebildet werden, wurde dies in diesem
Versuchsansatz durch Serum-Starvation und FCS-Reduktion versucht zu reduzieren. Erhdhte
NF-kB-Aktivitat fuhrt durch die Degradation der extrazellularen Matrix durch epithelial-
mesenchymale Transition mit maglicher Loslésung von Tumorzellen aus einem Zellverband
zur einer hoheren Metastasierungswahrscheinlichkeit [75]. Durch die Hemmung der NF-kB-
Aktivitat Uber die Inhibition von IkBa durch Proteasominhibitoren besteht zum Beispiel durch
die verringerte Expression von Matrix-Metalloproteinase 2 und 9 mit Reduktion der Migration

und Invasion von Melanomzellen eine mogliche Erklarung dieser Beeinflussung [232].

Eine Hemmung der Adhéasion von Endothelzellen bei Patient_innen mit Multiplem Myelom
konnte in begrenztem MalRe fiir eine Behandlung mit Bortezomib gezeigt werden [84]. Zudem
wurde die Chemotaxis und Kapillarproliferation beeinflusst. Unseren weiteren Analysen der
Metastasierungsbeeinflussung mittels Adhésions Assays und Boyden Chamber scheiterte
trotz verschiedener Settings und der Analyse verschiedener Zellen sowie Chemokine. Ob die
Behandlung mit BSc2189 gezielte Auswirkungen auf die Metastasierung hat, ist in weiteren in

vitro- und in vivo-Versuchen zu untersuchen.

4.5 Beeinflussung von Signalkaskaden durch BSc2189

Neben der Analyse der zytologischen Auswirkungen der Behandlung von Melanomzellen mit
Proteasominhibitoren erfolgte fir den zuvor gering analysierten Proteasominhibitor BSc2189

die Analyse der wichtigsten regulatorischen Funktionen in der Zelle.

Der durch das Proteasom regulierte NF-kB-Signalweg ist eine wichtige Schnittstelle fur
zellulare Prozesse wie Wachstum, Inflammation und maligne Entartung [71]. Das Proteasom
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ist unter anderem aufgrund der Regulation der NF-kB-Aktivitat ein wichtiger Angriffspunkt in
inflammatorischen Prozessen und hat somit Potential in der antineoplastischen Therapie des
malignen Melanoms [127]. Entziindung fordert die Entdifferenzierung und Entartung von
Zellen. In diesem Zusammenhang spielen Tumornekrosefaktoren (TNF) eine wichtige Rolle
[206]. TNF sind wichtige Induktoren des NF-kB Signalwegs [233]. Eine proinflammatorische
Mikroumgebung beim Melanom mit aktiviertem NF-kB-Signhalweg und hohen Leveln von TNFa
wurde nachgewiesen [234]. Wir konnten fur das MeWo- und das Hgf-Cdk4-Melanommodell
zeigen, dass nach Stimulation mit TNFa IkBa degradiert und bei Behandlung mit BSc2189
wieder stabilisiert wird. Die IkBa-Stabilisation belegt somit erstmals die anti-inflammatorische
Wirkung von BSc2118 bzw. BSc2189 [104, 207]. Somit kann postuliert werden, dass BSc2189
und andere Proteasominhibitoren wie BSc2118 einen mechanistischen Vorteil in der Therapie
insbesondere des malignen Melanoms aufgrund der Beeinflussung der durch Inflammation

getriebenen Tumorgenese und des Tumorwachstums haben kdnnten.

Hinsichtlich der Apoptoseinduktion zeigten wir die konzentrationsabhangige Spaltung von
Caspase-3 in MeWo-Zellen im Western Blot. In der durchflusszytometrischen Analyse vom
MeWo- und MeWog-Zellen ergab sich eine Zunahme der Expression der aktiven Caspase-3.
Analog zu anderen Proteasominhibitoren lasst sich daher eine Apoptoseinduktion mittels
Caspase-3-Spaltung und somit deren Aktivierung durch BSc2189 anfilhren [62, 104, 235,
236].

Die hier gezeigte Beeinflussung der Signalkaskaden durch Proteasominhibition verstarkt das
Verstandnis der Wirkung von Proteasominhibitoren unter anderem fiir die Kombination mit
weiteren Chemotherapeutika. Eine synergistische Apoptoseinduktion durch
Proteasominhibitoren wurde mechanistisch unter anderem aufgrund geringerer Expression
von anti-apoptotischen Proteinen sowie hdherer Expression pro-apoptotischer Proteine wie
Noxa gezeigt [237]. Zudem wurden durch Kombinationen mit Chemotherapeutika Arzneimittel-

Efflux-Transporter gehemmt und so Resistenzen verringert [237].

4.6 Proteasominhibitoren und die Ausbildung von Resistenzen

Aufgrund der klinischen Relevanz erfolgte die Analyse der Umgehung von Resistenzen gegen

Chemotherapeutika sowie gegen BRAF-Inhibitoren in Kombination mit Proteasominhibitoren.

Resistenzen gegen Chemotherapeutika in Melanomzellen sind mechanistisch unter anderem
durch Agentien-Transport, Enzyminduktion oder Unterschiede in der DNA-Reparatur bekannt
[144]. Fir mehrere Proteasominhibitoren (u. a. ONX-0914 und Carfilzomib) wurde sowohl eine
Mutation in den Genen der Transport-Proteine als auch der ATP-binding cassette Transporter
mediierte Efflux als Resistenzmechanismus gezeigt [238]. Zur Beurteilung von Resistenzen

von Melanomzellen gegenuber Chemotherapeutika und dem  Einfluss von
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Proteasominhibitoren auf resistente Zellen untersuchten wir MeWo-Zellen und deren Etoposid-
resistente Variante (MeWoer). Dahingehend erfolgte die Analyse der Expression und Funktion
der ATP-binding-cassette-(ABC)-Transporter zur Eruierung der Unterschiede zwischen
MeWo- und MeWogo-Zellen in der Viabilitatsreduktion unter Behandlung mit
Proteasominhibitoren. Dabei zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Expression der
Transporter ABCC1, ABCG2 und MDR. Zudem zeigten wir mittels des Transporterinhibitors
Rapamycin, dass sich der Efflux von Proteasominhibitoren aus MeWo-Zellen in Anwesenheit
von Rapamycin nicht verédnderte. Dies entspricht Ergebnissen fur den Proteasominhibitor
Bortezomib, in denen hinsichtlich der Ausbildung von Resistenzen eine Anderung des
zellularen Effluxes des Proteasominhibitors aufgrund von Unterschieden in der Expression von

MDR-Transportern ausgeschlossen wurde [239].

Entsprechend der Literatur wurden Unterschiede in der Induktion der Apoptose als Ursache
von Resistenzen in Melanomzellen identifiziert [148, 177]. Der Unterschied zwischen MeWo-
und MeWogo-Zellen lag dabei in einer verdnderten Aktivitat der Apoptose und der
Topoisomerase-Il [240, 241]. Entsprechend unserer Analysen bestétigte sich ein signifikanter
Unterschied in der Caspase-3-Aktivitdt schon in geringen Konzentrationen von BSc2189
zwischen MeWo- und MeWoew,-Zellen als Ursache der Unterschiede in der Apoptoseinduktion
und Viabilitdt [207]. Die gezeigten geringeren Unterschiede in der Viabilitatsreduktion und
Beeinflussung des Zellzyklus durch héhere Konzentration des Proteasominhibitors BSc2189
in MeWogw-Zellen im Vergleich zu MeWo-Zellen sprechen fiir den Bedarf eines starkeren
Stimulus zur Apoptoseinduktion in Etoposid-resistenten MeWo-Zellen. Dies stimmt mit der
beschriebenen hdheren Resistenz in Bezug auf die Proteasominhibition von Cisplatin-
resistenten MeWo-Zellen iberein [104]. Unterschiede im Signalweg von IkBa oder der
Proteasominhibition in den analysierten Proteasomaktivitaten als Ursache der Unterschiede in

der Apoptose zwischen MeWo- und MeWogw-Zellen wurden nicht nachgewiesen.

Als weiterer Unterschied im Vergleich von MeWog,- zu MeWo-Zellen ist die B5i/LMP7-
Defizienz von MeWogw-Zellen auch unter IFNy-Stimulation sowohl auf Protein- als auch auf
MRNA-Ebene zu nennen (3.1.2). In vorherigen Untersuchungen wurde neben genetischen
Variationen fur einige Zelllinien die Expression eines funktionslosen B5i/LMP7-E1-Gens
anstelle von B5i/LMP7-E2 gezeigt [34, 114]. Dies war jedoch im MeWo-/MeW oe,-Modell nicht
der Fall. Des Weiteren konnten wir eine pSTAT1-Defizienz als Ursache eines defekten IFNy-
Signalwegs und somit fehlender Induktion von B5i/LMP7 ausschlie3en. In vorherigen
Analysen dieses Melanommodells wurde eine erhOhte Mutationsrate fur die Etoposid-
resistenten Zellen analysiert [242]. Dies konnte auch der Grund fur die B5i/LMP7-Defizienz
sein, beispielsweise beim Vorliegen einer inaktivierenden Mutation im B5i/LMP7-Gen.
Ursachlich konnte hier ein  Topoisomerase-ll-induzierter DNA-Doppelstrangbruch,

moglicherweise durch lange Kultivierung mit Etoposid, sein [243]. Anhand des hier gewéhlten
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MeWo-Modells B5i/LMP7-Defizienz ware die Rolle von IFNy und B5i/LMP7 in Kombination mit
Proteasominhibitoren weiter zu ergriinden. Die weitere Analyse der Proteasominhibition und
Zytotoxizitat unter Behandlung mit BSc2189 und ONX-0914 bei gleichzeitiger IFNy-Stimulation
zum Beispiel entsprechend des physiologischen Milieus ware unter anderem aufgrund der

Rolle der IP-UE interessant.

Fur Bortezomib sind Resistenzen ein wichtiger Faktor im klinischen Einsatz. Es wurde gezeigt,
dass Resistenzen aufgrund von 35-Mutationen auftreten [157, 239]. Hingegen ergab sich eine
Sensitivierung resistenter Zellen durch IFNy mit einhergehender B5i/LMP7-Induktion [244]. Im
Vergleich zu Bortezomib kénnte dabei durch ONX-0914 aufgrund der spezifischen B5i/LMP7-
Inhibition und somit verbesserter spezifischer Wirkung ein Vorteil erzielt werden. Die gezeigte
Zunahme der Expression von IP-UE unter IFNy-Stimulation konnte Zellen des Multiplen
Myeloms fur die Therapie mit dem B5i/LMP7-spezifischen Inhibitor ONX-0914, jedoch nicht
mit Carfilzomib sensibilisieren [245]. In weiteren Versuchen ist zu prifen, ob diese Ergebnisse
auch auf BSc2189 ubertragbar sind. Dies unterstreicht das Potential der Hemmung durch
ONX-0914 oder BSc2189, insbesondere bei vorheriger IFNy-Stimulation und Expression der
IP-UE B5i/LMP7. Jedoch lasst sich aufgrund der analysierten B5i/LMP7-Defizienz in MeW Ogto-
Zellen unseres MeWo-Modells postulieren, dass auch mit Resistenzen gegeniuber

Immunoproteasominhibitoren zu rechnen ist.

Neben dem Etoposid-resistenten MeWo-Zellmodell erfolgte die Analyse der Kklinisch
relevanten Resistenz gegeniuber BRAF-Inhibitoren. Wir zeigten entsprechend der Literatur,
dass BRAF-mutierte Zellen im Vergleich zum Wildtyp eine hohe Sensitivitdt gegentber
Proteasominhibitor-Behandlung aufweisen (3.3.4, [236]). Eine Kombination von BRAF-
Inhibitoren mit Proteasominhibitoren wurde aufgrund synergistischer Beeinflussung der
Apoptose nach Verlust der Zellkontakte im Zellverbund (Anoikis) erfolgreich evaluiert und
sollte weiter verfolgt werden [246-249]. Konkret wurden unter anderem die gesteigerte
Expression der pro-apoptotischen Proteine p53, NOXA und Bim in Tumorzellen sowie die
mitochondriale Dysregulation durch Verlust des mitochondrialen Membranpotentials mit
Freisetzung von Cytochrom C festgestellt. In BRAF-Inhibitor-resistenten Zellen ergab die
Behandlung mit Proteasominhibitoren in unserer Analyse keinen Unterschied in der
Viabilitatsreduktion bei gleicher Zytotoxizitat wie der bei nicht-BRAF-Inhibitor-resistenten
Zellen. Der BRAF-Inhibitor wurde wéahrend der Zellkultivierung zweimal wochentlich zu den
resistenten Zellen hinzugegeben. Eine Sensitivierung der BRAF-Inhibitor-resistenten
Melanomzellen auf BRAF-Inhibitor bzw. additiv-zytotoxische Effekte durch Kombination mit

Proteasominhibitor zeigten sich somit nicht.

Hinsichtlich der Ausbildung von Resistenzen ist die Aktivierung des NF-kB- unter anderem mit

folgender Transskriptionsregulation von anti-apoptotischen Faktoren in Melanomzellen
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beschrieben [250]. Durch die Hemmung der NF-kB-Aktivitat iber die Stabilisierung von IkBa
durch Proteasominhibitoren besteht hiermit eine Mdoglichkeit der Beeinflussung. Unter
anderem aufgrund dieses Mechanismus konnte die Therapie mit Proteasominhibitoren
Melanom-spezifische zytotoxische T-Zellen sensitivieren und so Resistenzen tberwunden
werden [250]. Es besteht demnach die Empfehlung zur weiteren Analyse von
Proteasominhibitoren sowie der Entstehung und Uberwindung relevanter Resistenzen in vivo.
Das Ziel dabei ist die Evaluation weiterer Effekte von Kombinationstherapien fur den klinischen

Nutzen.

4.7 Klinischer Einsatz von Proteasominhibitoren beim malignen

Melanom

Wegen ausgepragter Aggressivitat und frilher multipler Metastasierung mit hoher Letalitat
sowie Resistenzen gegen bisherige Therapien besteht der Bedarf zur Evaluation weiterer

Therapien des malignen Melanoms [251].

Der Proteasominhibitor Bortezomib ist seit 2003 zur Behandlung hamatologischer Neoplasien
zugelassen [252]. Nach vielversprechenden in vitro- und in vivo-Versuchen scheiterte der
klinische Einsatz alleiniger Bortezomib-Therapie beim malignem Melanom aufgrund geringer
Ansprechraten und hoher Toxizitat in einer Phase-II-Studie [253]. Die Kombinationen von
Proteasominhibitoren und anderen Substanzen wurden schon mehrfach erfolgreich analysiert
[254]. Eine Kombination von Proteasominhibitoren mit herkdmmlichen Chemotherapeutika als
maogliche Therapie beim metastasierten Melanom wurde aufgrund der synergistischen
Beeinflussung einiger Signalwege unter anderem der ROS-bedingten Apoptoseinduktion
postuliert [152, 255]. Eine Kombination von Bortezomib mit Paclitaxel und Carboplatin in einer
klinischen Phase-1I-Studie ergab jedoch wenig klinischen Nutzen bei hohen Nebenwirkungen
[256].

Kombinationen von Bortezomib mit Substanzen der gezielten Krebstherapie zeigten
mechanistisch Vorteile, wie mit dem Tyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib, wobei die Reduktion der
Zellviabilitat Uber Caspase-3-induzierte Apoptose vermittelt wird [257]. Die Kombination von
Bortezomib mit dem Multikinase-Inhibitor Sorafenib zeigte synergistische Mechanismen wie
zum Beispiel Apoptoseinduktion mit Bestatigung der Vertraglichkeit und Therapieansprechen
in einer klinische Phase-I-Studie [258, 259]. Weitere positive Effekte ergaben sich unter
anderem in Kombination von Bortezomib mit Temozolomid, Rosiglitazone, Imatinib und
Calpain-Inhibitoren [164, 259-261]. Aufgrund der hohen Rate und Intensitat von
Nebenwirkungen durch Bortezomib erfolgte die Entwicklung und letztendlich Zulassung
weiterer Proteasominhibitoren wie Carfilzomib und Ixazomib mit geringeren Nebenwirkungen

und hdherer Potenz hinsichtlich des in vivo-Einsatzes [51]. Ixazomib zeigt dabei in
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Melanomzellen sowohl als alleinige Therapie als auch in Kombination mit IFNa
vielversprechende Ergebnisse mit Apotoseinduktion Uber Caspasen und Reduktion der
Proliferation [172]. Eine weitere Mdoglichkeit der Kombination des Proteasominhibitors
Marizomib mit einem Histon-Deacytelase-Inhibitor zeigte Vorteile mit einem verringerten
Tumorzellwachstum und vermehrten Zellen in der sub-G0/G1-Phase des Zellzyklus. Dies war
auch in einer Phase-I-Studie ohne zugenommene Toxizitdt in Kombination mit 39%
Therapieansprechen nachweisbar [162, 262, 263]. In der Kombination aus Carfilzomib und
Bortezomib in dem auch hier verwendeten B16-Zellmodell und in vivo zeigten sich deutliche
Vorteile durch ein reduziertes Tumorzellwachstum mit der Méglichkeit der Dosisreduktion und
damit verbundender Ausbildung von weniger Nebenwirkungen [264]. Die Forschung zum
Einsatz von Proteasominhibitoren in Kombination mit weiteren Substanzen zur ErschlieBung

potentieller Therapiestrategien sollte weiter verfolgt werden [265].

Die Auswirkungen der Behandlung mit Proteasominhibitoren sind auch abhangig von der
BRAF-Expression. In Ubereinstimmung mit der Literatur konnten wir dabei zeigen, dass die
Behandlung mit Proteasominhibitoren in BRAF-mutierten A375-Zellen in einer hoheren
Viabilitatsreduktion und somit mehr Zytotoxizitat als in MeWo-Zellen ohne BRAF-Mutation
resultiert [172]. Dies wurde auch fir Zellen des Kolon-Karzinoms gezeigt [236]. Es ist
entsprechend der Ergebnisse zu diskutieren, ob BRAF-V600E-mutierte Zellen sensitiver fr
eine Behandlung mit Proteasominhibitioren sind. Aufgrund der in 40-50% der Menschen mit
malignem Melanom vorkommenden BRAF-Mutationen scheint neben der Therapie mit BRAF-
Inhibitoren auch die Therapie mit Proteasominhibitoren und weiteren Kombinationen eine
weiter zu verfolgende Strategie zu sein [266—268]. Wie gezeigt wurde, wird in BRAF-Inhibitor-
resistenten Zellen mehr IFNy produziert [269]. Dadurch waren aufgrund der Induktion der IP-
UE durch IFNy im proinflammatorischen Tumormilieu insbesondere Immunoproteasomen ein

spannender Angriffspunkt.

Aufgrund seiner Immunogenitat und der proinflammatorischen Tumormikroumgebung mit
aktiviertem NF-kB-Signalweg ist das maligne Melanom ein vielversprechendes Analysefeld
hinsichtlich des Einsatzes von Proteasominhibitoren [164, 234, 270]. Wie gezeigt werden
konnte, ist das Proteasom unter anderem aufgrund der Regulation der NF-kB-Aktivitat ein
wichtiger Angriffspunkt in inflammatorischen Prozessen und hat somit Potential in der
antineoplastischen Therapie des malignen Melanoms [127, 271]. Dabei konnte die
Entziindungsreaktion als Treiber fir Tumorgenese und -wachstum beeinflusst werden. Durch
die mittlerweile etablierte Therapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren gegen CTLA-4 und PD-1
und damit einer vermehrten Aktivierung von T-Lymphozyten kommt es zu einer weiteren
Zunahme der Inflammation mit IFNy-Produktion [272, 273]. Weitere Folgen dadurch sind
neben der Zunahme der Expression der IP-UE die Differenzierung von T-Helferzellen, die

Aktivierung von NK-Zellen sowie anti-proliferative, anti-angiogenetische und pro-apoptotische
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Effekte [274]. Es konnte vice versa gezeigt werden, dass die Expression von IP-UE die
Tumormikroumgebung reguliert und die Immunantwort gegen Tumorzellen verstarkt [166,
275]. So zeigte sich aufgrund tumorinfiltrierender zytotoxischer T-Zellen mit verbesserter
Epitop-Erkennung eine héhere Wirksamkeit einer Immuncheckpoint-Inhibitor-Therapie [214].
Demnach ist eine hohe Expression von IP-UE in Patienten mit Melanom mit einem
verbesserten Therapieansprechen von Immuncheckpoint-Inhibitoren assoziiert, was auch in
Zellen des Nicht-kleinzelligen Lungenkarzinoms gezeigt wurde [276]. Damit lasst sich ein
zusatzlicher Nutzen der Kombination von  Immuncheckpoint-Inhibitoren  und
Proteasominhibitoren insbesondere gegen Tumorzellen mit Expression der IP-UE B5i/LMP7

postulieren, was durch weitere Analysen zu evaluieren ist [277, 278].

Die Rolle vom IP bei der Karzinogenese hangt auch von der tumorspezifischen Umgebung ab.
So konnte gezeigt werden, dass IP-UE anti-kanzerogenes Potenzial aufweisen, unter anderem
aufgrund der Prasentation von Tumor-assoziierten Antigenen, die von zytotoxischen, Epitop-
spezifischen T-Lymphozyten erkannt werden und dadurch Anti-Tumor-Immunitdt induzieren
[166, 214]. Somit konnte jedoch eine Inhibition von IP-UE in vivo auch zu einer Hemmung der
Antigenprasentation und der T-Zell-vermittelten antineoplastischen Aktivitat fihren. Daher
sollten weitere in vivo-Analysen mit Reevaluation des inflammatorischen Tumormilieus sowie
der Expression und Rolle von IP-UE in Melanomzellen und gegen den Tumor gerichtete

Immunzellen unter anderem unter Inhibition durch Proteasominhibitoren durchgefiihrt werden.

Mit der vorliegenden Arbeit kann die Rolle des Proteasoms und dessen Inhibition in Zellen des
malignen Melanoms besser verstanden werden. Wie verdeutlicht wurde, gibt es vor allem
aufgrund von Synergien in Kombination mit anderen Substanzen eine klinische Relevanz von
Proteasominhibitoren in Melanomzellen. Aufgrund divergenter Zytotoxizitat in malignen und
nicht-malignen Zellen gilt dies vor allem fiir die hier untersuchten Proteasominhibitoren
BSc2189 und ONX-0914. Es zeigt sich ein vielversprechendes therapeutisches Potential
insbesondere aufgrund der Inhibition der IP-UE B5i/LMP7 mit erhdhter Relevanz durch IFNy-
Stimulation aufgrund des proinflammatorischen Tumormilieus, was durch weitere Versuche
klinisch zu evaluieren ist [279]. Dabei ist es denkbar, das therapeutische Spektrum auch auf

andere onkologische Erkrankungen zu tbertragen.
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5. Zusammenfassung

Das Proteasom reguliert als zellularer Proteasekomplex wichtige Prozesse wie Proliferation,
Apoptose, Inflammation und Zellzyklus. Proteasominhibitoren werden aufgrund der Hemmung
des Proteasoms mit damit verbundenem Zelluntergang in der Hamato-Onkologie verwendet.
Unspezifische Therapieeffekte und somit relevante klinische Nebenwirkungen der bisherigen
Substanzen wie Bortezomib machen die Entwicklung weiterer Substanzen notwendig.
Proteasomkomplexe mit Immunoproteasom-Untereinheiten bieten aufgrund erhéhter Aktivitat
unter inflammatorischen Bedingungen und Expression in vielen maligne-entarteten Zellen
einen interessanten Angriffspunkt spezifischer Inhibition. Die Behandlung des malignen
Melanoms ist als haufige Neoplasie aufgrund hoher Rate an Metastasierung und
Resistenzentwicklung herausfordernd. Aufgrund hoher Immunogenitat und hohem
Proteinstoffwechsel in Melanomzellen bietet der Einsatz von Proteasominhibitoren einen

vielversprechenden Angriffspunkt.

Wir konnten bestatigen, dass Melanomzellen konstitutiv Immunoproteasom-Untereinheiten
exprimieren und dies unter Stimulation mit Zytokinen wie IFNy zunimmt. Die bislang in diesem
Zusammenhang nur gering analysierten Proteasominhibitoren BSc2189 und ONX-0914
zeigten eine ausgepragte konzentrationsabhdngige und anhaltende Inhibition der
Proteasomaktivitat, insbesondere der Immunoproteasom-Untereinheit B5i/LMP7. Unter
Behandlung mit BSc2189 und ONX-0914 ergab sich in der Analyse der Zytotoxizitat eine
ausgepragte konzentrationsabhéngige Reduktion der Viabilitdit von Melanomzellen bei nur
geringer Zytotoxizitdt in humanen Fibroblasten als Zeichen moglicher geringer
Nebenwirkungen in vivo. Fir den Proteasominhibitor BSc2189 erfolgte die Analyse des
Wirkmechanismus. Es wurde unter anderem die Stabilisierung von IkBa als Zeichen fir die
Inhibition des NF-kB-Signalwegs, ein G2/M-Arrest als Beeinflussung des Zellzyklus und die
Zunahme der Apoptose lber Caspase-3-Spaltung nachgewiesen. Bisherige systemische
Therapien des malignen Melanoms zeigen Limitationen unter anderem aufgrund von
Resistenzen und dem Therapieansprechen. In Etoposid-resistenten Melanomzellen konnten
wir eine B5i/LMP7-Defizienz im Proteasomkomplex feststellen. Im Vergleich zu nicht-Etoposid-
resistenten Zellen zeigte sich zudem eine geringere Caspase-3-Aktivitat als mdgliche Ursache
geringerer Viabilitdtsreduktion. Melanomzellen mit Resistenz gegen den BRAF-Inhibitor PLX-
4032 (Vemurafenib) zeigten durch Proteasominhibitoren ausgeldste Zytotoxizitat, die

derjenigen von nicht-resistenten bzw. sensitiven Zellen entsprach.

Die in vitro-Analysen der Proteasominhibitoren BSc2189 und ONX-0914 dienen als
vielversprechender Ausgangspunkt kommender in vivo-Versuche sowie in vitro-
Kombinationen mit anderen Substanzen zur ErschlieBung weiterer klinischer Einsatzgebiete

insbesondere des malignen Melanoms.
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