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Abstract

Brenzel
Christina
Apoptoseinduktion und Proliferationshemmung bei humanen Fibrosarkomzellen

Problem: Weichgewebssarkome stellen nach wie vor ein therapeutisches Dilemma dar, weil
effektive Behandlungsstrategien — Uber die radikale Resektion hinaus — fehlen. Viele
Therapiemalinahmen erreichen zwar eine marginale Verbesserung des Outcome, insgesamt
ist die Prognose — vor allem fortgeschrittener Stadien — aber weiterhin schlecht.
Fragestellung: Ziel dieser Arbeit war es, die Effekte von TRAIL und Taurolidin (TRD) — zwei
Substanzen mit apoptoseinduzierenden Eigenschaften auf Tumorzellen, jedoch ohne
toxische Nebenwirkungen auf Normalgewebe — auf humane Fibrosarkomzellen (HT1080)
hinsichtlich Apoptoseinduktion und Proliferationshemmung zu untersuchen.

Material und Methoden: Humane Fibrosarkomzellen wurden in Kultur mit den

Wirksubstanzen inkubiert und ihre Vitalitadt sowie Apoptose und Nekrose im TUNEL-Assay
dargestellt und mittels Durchflusszytometrie quantifiziert. Darlber hinaus fiihrten wir
Proliferationsassays durch. Veranderungen auf Ebene der Genexpression analysierten wir
mittels RNA-Microarray und werteten die Ergebnisse im Hinblick auf einzelne Gene in der
Real-time-PCR aus. Veranderungen auf Proteinebene untersuchten wir im Western Blot. Die
Aktivitat des Transkriptionsfaktors NFkB wurde mittels ELISA dargestellt.

Ergebnis: TRAIL und TRD als Einzelsubstanzen induzierten apoptotischen Zelltod und
reduzierten die Proliferation von HT1080-Zellen signifikant. Die Genexpression
verschiedener Gene mit Bezug zum apoptotischen Signalweg (TRAIL: ARHGDIA, NFKBIA,
TNFAIP3; TRD: HSPA1A/B, NFKBIA, GADD45A, SGK, JUN, MAP3K14) zeigte sich
verandert. Die Kombination von TRD und TRAIL flihrte verglichen mit den Einzelsubstanzen
vermehrt zum apoptotischen Zelltod und rief Veranderungen in der Expression einer Reihe
von Genen hervor (u.a. HSPA1A/B, NFKBIA, PPP1R15A, GADD45A, AXL, SGK, DUSP1,
JUN, IRF1, MYC, BAGS5, BIRC3). Das NFkB-Assay zeigte eine entgegengesetzte Regulation
diverser Untereinheiten des NFkB durch TRD, TRAIL und TRD+TRAIL.

Diskussion: Die Ergebnisse zeigen, dass TRD und TRAIL in humanen Fibrosarkomzellen
effektiv Apoptose induzieren und die Proliferation hemmen. Eine Reihe von Genen scheint
dabei involviert zu sein und es gibt Hinweise auf den NFkB-Signalweg als Schlisselregulator
der TRD/TRAIL-vermittelten Apoptose.
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1 Einleitung und Hintergrund

1.1 Einleitung

Fibrosarkome bilden eine kleine Einheit innerhalb der heterogenen Gruppe
von Weichgewebssarkomen. |hr Anteil betragt ca. 2,6% aller Weichgewebs-
sarkome, die wiederrum mit einer Inzidenz von 2-4/100.000 [203]
vorkommen. In der primaren Behandlung ist bisher die chirurgische
Resektion der entscheidende Faktor. Bestrahlung kann die lokale
Tumorkontrolle zwar verbessern, im fortgeschrittenen Stadium sind die
Therapieoptionen jedoch sehr begrenzt. Die Ansprechraten auf etablierte
Chemotherapeutika wie Doxorubicin und Ifosfamid (mit bestenfalls bis zu
30%) mussen bislang als ernuchternd beschrieben werden [53]. Die Suche
nach neuen Behandlungsmethoden, welche das Spektrum therapeutischer

Madglichkeiten erweitern, ist Gegenstand aktueller Forschung.

Eine Moglichkeit, die Entstehung, Progression und Metastasierung von
Malignomen zu unterbinden, ist die Apoptoseinduktion durch Zytostatika und
Immunmodulatoren. Potentielle Kandidaten dafir sind  Mitglieder der
sogenannten TNF-Rezeptor-Superfamilie und ihre Liganden (TNF, Fas,
TRAIL u.a.). TNF kommt bereits in der Behandlung von Weichgewebs-
sarkomen zum Einsatz [56-57, 120], Studien belegten jedoch teilweise
schwere systemische Nebenwirkungen durch unselektive apoptose-
induzierende Effekte auf normale Zellen [83, 151, 206, 230]. Im Gegensatz
dazu induziert TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) Apoptose in
einer Reihe humaner Tumorzelllinien — in vitro und im Xenograft-Modell —
erwies sich aber bei mindestens gleicher Wirksamkeit als deutlich weniger
toxisch (vgl. Tabelle A5 im Anhang der Arbeit).

Neuere Studien wiesen apoptoseinduzierende Effekte flir eine weitere
Substanz nach: Taurolidin (TRD) — ein Derivat der Aminosaure Taurin mit
antimikrobiellen und antiinflammatorischen Eigenschaften — wurde bislang
zur Behandlung schwerer Infektionen in der Chirurgie eingesetzt [8, 127,
243]. Daruber hinaus zeigte es sich effektiv zur Apoptoseinduktion in einer
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Reihe maligner Zellen in vitro und in vivo [21, 27, 128, 143, 152, 178, 235].
Erste Berichte erfolgreicher Behandlung von Glioblastomen und
fortgeschrittenen Karzinomen des Magens beim Menschen ohne relevante
systemische Nebenwirkungen erscheinen vielversprechend [23, 212].
Insbesondere die fehlende Toxizitat im Gegensatz zu gangigen Zytostatika

macht TRD zu einem Anwarter fur die Malignomtherapie.

Die Kombination von TRD mit Liganden der TNF-Superfamilie, z.B. FasL, hat
sich bereits als glnstig erwiesen [210]. In aktuellen Studien an menschlichen
Kolon- und Osophaguskarzinomzellen konnten nun synergistische Effekte
auch fir die Kombination mit TRAIL gezeigt werden [34, 42]. Wir
untersuchten hier die Wirkung der beiden Substanzen auf humane

Fibrosarkome.

1.2 Hintergrund

1.2.1 Das Fibrosarkom

Beim Fibrosarkom handelt es sich um eine maligne Neoplasie des
Bindegewebes, histologisch gekennzeichnet durch unreife proliferierende
Fibroblasten. Derzeit wird eine Herkunft aus primitiven mesenchymalen
Stammzellen angenommen. Charakteristisch sind das Wachstum entlang
von Organstrukturen und die fast ausschlieBlich hamatogene

Metastasierung. Eine lymphogene Metastasierung hingegen ist selten (<5%).

1.2.1.1 Epidemiologie, Atiologie, Diagnostik

Die Inzidenz flir Weichgewebssarkome betragt 2-4/100.000 pro Jahr, ihr
Anteil an allen Tumorerkrankungen ca. 1% [93], vgl. Abbildung A1 und A2 im
Anhang. In Deutschland summieren sich die Neuerkrankungen auf 2.000-
3.000 jahrlich. Die WHO-KIlassifikation fur Weichgewebstumore umfasst 150
Entitaten — etwa 60 davon Sarkome — gemaf Beschreibung phanotypischer,
weniger histogenetischer, Merkmale. Das Fibrosarkom ist mit einem Anteil
von 2,6%-3,8% [112] der Weichgewebssarkome ein insgesamt seltener
Tumor und dementsprechend wenig erforscht. Es tritt bevorzugt um das 45.-

55. Lebensjahr auf und zu 40% in der unteren Extremitat. Die Atiologie ist
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weitgehend unklar, Risikofaktoren stellen Exposition gegenuber Strahlung
und bekannten Kanzerogenen (z.B. Asbest) dar, auch genetische Ursachen
werden diskutiert. Haufig entstehen Fibrosarkome in Narben [239].

Die Diagnosestellung erfolgt oft erst spat, da kaum Frihsymptome auftreten
[39]. Bei ca. 10% der Patienten liegen bereits bei Erstdiagnose Metastasen
vor. Zur klinischen Diagnostik gehort vor allem das MRT. Die Stadien-

einteilung erlautern die Tabellen A1 und AZ2.

1.2.1.2 Therapie

Die malgebliche Verschiedenheit der Weichgewebssarkome untereinander

und die Seltenheit der einzelnen Subtypen erschweren die Entwicklung
spezifischer Therapiestrategien [12]. Entscheidendes Element der
Behandlung ist die mdglichst vollstdndige (Ro) Resektion des Tumors mit
ausreichendem Sicherheitsrand [74]. Amputation, wenngleich ,ultima ratio®,
kann bei Tumoren der Extremitaten unumganglich flr eine ausreichende
radikale Entfernung sein. Bei allen multimodalen Therapiestrategien bleibt

die Resektion im Gesunden wichtigster Faktor des Behandlungsplans [93].

Weichgewebssarkome gelten als relativ strahlenresistent, daher kann eine
alleinige Radiatio nur als palliative MalRnahme empfohlen werden.
Postoperative Radiatio ist bei Hochrisiko-Tumoren, das heif3t lokal
fortgeschrittenen und hochmalignen Prozessen sowie Rezidiven, indiziert
[74]. Die Dosis muss ausreichend hoch sein (60-70Gy). Die Relevanz pra-
operativer Radiotherapie bleibt weiterhin unklar [93]: Trotz vergleichsweise
verbesserter Uberlebensraten in einer Studie zu Sarkomen der Extremitéaten

[150], ergab sich in anderen Studien kein signifikanter Vorteil [31].

Unter den Chemotherapeutika haben sich Adriamycin, Doxorubicin und
Ifosfamid in der Behandlung von Weichgewebssarkomen als am
wirksamsten erwiesen. Randomisierte Studien zum Nutzen neoadjuvanter
Chemotherapie fur Weichgewebssarkome sind rar. Eine EORTC-Studie
zeigte im follow-up keinen signifikanten Uberlebensvorteil [70]. Zusatzliche
regionale Hyperthermie verbessert das Ansprechen von Hochrisiko-

Sarkomen im Vergleich zur Chemotherapie allein [90], eine abschlieRende
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Beurteilung ist jedoch noch nicht mdoglich. Neoadjuvante Radio-
Chemotherapie erreichte bessere Resektionsraten, insbesondere bei
héheren Dosen [165, 221]. Erweiterung dieser auf Polychemo-Protokolle
verlangerte zusatzlich das Gesamtuberleben, erhebliche Wundkomplikations-
raten [50] und hohe Toxizitat erlauben den Einsatz jedoch weiterhin nur im
Rahmen von Studien [190].

Die Relevanz adjuvanter Chemotherapie bleibt umstritten [93]. Fur lokal
begrenzte Weichgewebssarkome ergaben umfassende Meta-Analysen trotz
verbesserter Tumorkontrolle widerspruchliche Daten zum Gesamtluberleben
[147, 163, 220], derzeit wird daher empfohlen, den potentiellen Nutzen einer
adjuvanten Chemotherapie flr jeden Patienten individuell abzuwagen [93].
Postoperative Tiefenhyperthermie kann in Kombination damit die lokale
Kontrolle verbessern, nicht aber das Uberleben [192, 240]. Eigentliches
Hauptanwendungsgebiet der Chemotherapie sind inoperable und
metastasierte Stadien. Bei Monotherapie mit Doxorubicin liegen die
Ansprechraten bei 20-30%, das mediane Uberleben bei 7,7-12 Monaten
[187]. Eine Dosis-Wirkungsbeziehung ist darstellbar. Das weniger kardio-
toxische Doxorubicin-Analogon Epirubicin erwies sich als nicht anndhernd so
wirksam [144]. Ifosfamid zeigt als einziges Zytostatikum ein vergleichbares
Outcome, der direkte Vergleich mit Doxorubicin ergab keinen signifikanten
Unterschied [121]. Kombinationstherapie erhdhte die Ansprechraten, nicht
aber das Gesamtuberleben bei gleichzeitig verstarkter Toxizitat, wie eine
aktuelle Meta-Analyse zeigte, und wird daher nur im Einzelfall empfohlen —
zugunsten einer palliativen OP oder zur Symptomlinderung [5, 226]. Der
Einsatz von Wachstumsfaktoren oder Stammzelltransplantation erlauben
auch Hochdosis-Chemotherapie, der Nutzen ist jedoch umstritten [93, 101].
Die isolierte Extremitatenperfusion mit TNF-a und Melphalan erreicht hohe
histologische Remissionsraten [225], stellt aber derzeit allein ebenfalls keine
kurative Behandlungsmaflnahme dar [74] .

Alternative und zielgerichtete Therapiestrategien befinden sich in
unterschiedlichen Stadien der klinischen Erprobung [93]. Bei Fibrosarkomen
scheinen vor allem EGF- und VEGF-Inhibition (Angiogenese-Hemmung)

erfolgversprechend [176-177]. Aktuell konnte auRerdem flr die Kombination
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von Arsen-Trioxid und ionisierender Strahlung ein apoptoseinduzierender
Effekt auf HT1080 Fibrosarkomzellen gezeigt werden [33]. Photochemische
und photodynamische Therapie mit Photosensitizern befinden sich noch in
Prifung [237]. Adjuvante photochemische Behandlung verbesserte aber das
Outcome bei Versuchen mit HT1080 im Xenograft-Modell [146].

1.2.1.3 Prognose

Die Rezidivrate nach einfacher Resektion entlang der Tumorkapsel
(marginale Resektion) betragt 90%, aber auch nach adaquater Resektion mit
ausreichendem Sicherheitsabstand treten in 50% Rezidive auf. Bei
medianem Uberleben von 8-12 Monaten, sterben insgesamt 45% der
Patienten innerhalb von funf Jahren an ihrem Sarkom [52]. Pulmonale
Metastasen sind am haufigsten, 80% der Metastasen entwickeln sich in den
ersten zwei Jahren nach Diagnosestellung. Selbst bei Resezierbarkeit
solitarer Metastasen liegt die 5-JUR lediglich bei 20-30% [12, 52].

1.2.2 Zelltod
1.2.2.1 Apoptose

Apoptose ist die programmierte Form des Zelltodes, erstmals beschrieben

von Kerr et. al. [105]. In einem streng regulierten, energieabhangigen
Prozess wirkt die Zelle aktiv auf ihre eigene Zerstérung hin. Dies ist
physiologisch und dient der kontrollierten, gezielten Elimination Uberflissiger
oder dysfunktionaler Zellen, z.B. wahrend der Embryonalentwicklung oder im
Immunsystem. In malignen Zellen ist dieser Vorgang haufig gestort.

Zentrales Element der kaskadenartig ablaufenden apoptotischen
Signaltransduktion sind Cystein-Proteasen: Kaspasen (cysteinyl-aspartate
specific proteases), benannt nach ihrer Fahigkeit, spezifisch am C-terminalen
Ende der Aminosaure Aspartat zu spalten [117]. Sogenannte Initiator-
Kaspasen (-2, -8, -9 und -10) sind unter bestimmten Umstanden zur
proteolytischen Autoaktivierung fahig und prozessieren die nachgeschalteten
Effektor-Kaspasen (u.a. -3,- 6 und -7). Zwei Wege fihren in die Apoptose:
der extrinsische und der intrinsische, mitochondriale Pathway [71]. Man

unterscheidet drei Phasen:
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Initiationsphase

Intrazellulare Stimuli wie Onkogenaktivierung (z.B. p53), DNA-Schaden oder
mangelnde Energieversorgung fuhren zu einer Permeabilitatserhéhung der
Mitochondrienmembran mit Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren aus dem
Intermembranraum [71]. Der wichtigste ist Cytochrom-C, das sich im Zytosol
mit Apaf-1 (apoptotic peptidase activating factor 1) und Pro-Kaspase 9 (Cas-
9), Initiator-Kaspase des intrinsischen Signalwegs, zum sog. Apoptosom
verbindet [71]. So aktiviert, prozessiert Cas-9 ihrerseits die Effektor-
Kaspasen-3 und -6.

Schlusselfaktoren der extrazellularen Apoptoseinduktion sind die Rezeptoren
der TNF-Superfamilie, genannt Todesrezeptoren (death receptors, DR),
siehe Abbildung A3 im Anhang. Die den Liganden gemeinsame TNF

homology domain (THD), eine C-terminale Aminosauresequenz, vermittelt

ihre Bindung an den Rezeptor. [ m= = Todesdomanen]

Kreuzvernetzung der Rezeptoren

[18] durch Bindung der meist als TRAIL-Trimer I[ ﬁﬁﬁ

Trimer  vorliegenden  Liganden
initiiert die Formation eines DISC §§§
(death inducing signaling complex)

unter Beteiligung von | TRAIL-Rezeptor
trimerisiert

IE|Nj|2ZENXe

Adaptermolekulen, darunter FADD

JEJNjeZEIUI

(Fas associated death domain), und \
Pro-Kaspase-8 (Cas-8), Initiator-
Kaspase des extrinsischen Pathway

[234, 242]. e
DISC

aavd

Abb. 1: TRAIL, DISC-Formation

Abbildung 1 veranschaulicht dies am Beispiel von TRAIL. Strukturalteration
von Cas-8 im DISC begunstigt die Autokatalyse der Kaspase [137], so
aktiviert kann sie nun nachfolgende Effektor-Kaspasen prozessieren.
Gemeinhin wird angenommen, dass die physiologische Rolle FADD-
bindender DR die Apoptoseinduktion [161] ist.
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Effektorphase

Zielproteine der Effektor-Kaspasen sind einerseits zellulare Substrukturen,
z.B. Elemente des Zytoskeletts, andererseits Enzyme, die entweder induziert
oder inaktiviert werden: CAD (Caspase activated DNase) ist beispielsweise
in der vitalen Zelle in einem Inhibitor-Komplex (ICAD/DFFA) gebunden, der
durch die aktivierte Cas-3 gespalten wird — was CAD in ihre aktive Form
dberfuhrt [139]. Das DNA-Reparaturenzym PARP (Poly-Adenosin-
Diphosphat-Ribose-Polymerase) hingegen wird durch Kaspasen fragmentiert

und inaktiviert.

Degradationsphase

Charakteristische morphologische  Veranderungen begleiten die
intrazellularen Ablaufe der Apoptose [106, 244]. Zellkontakte zum
umgebenden Gewebe werden geldst, Zytoplasma und Kernchromatin
kondensieren, die Zelle schrumpft. Endonukleasen fragmentieren die DNA.
Trimmer von Kern und Organellen schniren sich in Vesikeln (,apoptotic
bodies’) von der Zelle ab (Englisch ,blebbing‘) und werden von Makrophagen
aufgenommen. Die Zellmembran bleibt wahrenddessen intakt, verliert aber
ihre Asymmetrie: Phospholipide, z.B. Phosphatidylserin (PS), translozieren
von der Innen- auf die AuRenseite der Membran — ein mdgliches Signal zur
Phagozytose [191]. Bis zur schlussendlichen Fragmentierung der Gesamt-
zellen wird das Austreten lysosomaler Enzyme und damit eine Schadigung

des Nachbargewebes mit resultierender Inflammationsreaktion vermieden.

Modulation und Feedbackloops

Apoptose ist ein aulerst komplexer Prozess, der eine Vielzahl von Faktoren
und Feedbackmechanismen involviert: Die Bcl-2-Familie beispielsweise ist
eng mit dem mitochondrialen Pathway verknipft und besteht aus pro- und
antiapoptotisch wirksamen Proteinen, welche sowohl untereinander als auch
mit anderen Proteinen in Wechselwirkung treten konnen. Aktivierte Cas-8
prozessiert unter anderem Bid (BH3-interacting domain death agonist),
welches die Freisetzung von Cytochrom-C aus dem Mitochondrium fordert
und so die extrinsische und intrinsischen Signalkaskade miteinander
verbindet [123].
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1.2.2.2 Nekrose

Nekrose wird auch ,akzidenteller* Zelltod genannt und bezeichnet den

Untergang von Gewebe als Reaktion auf eine schwere chemische oder
physikalische Zellschadigung, z.B. durch Hypoxie, Komplement oder Iytische
Viren. Verlust der Fahigkeit zur Aufrechterhaltung der lonenhomdostase fuhrt
zum Wasser- und loneneinstrom mit hydropischer Schwellung von Zelle und
Zellorganellen und schlieBlich Ruptur der Zellmembran. Lysosomale Enzyme
gelangen dabei in den Interzellularraum und verursachen lokal eine
Schadigung des umliegenden Gewebes mit konsekutiver Inflammation.
Bisher nimmt man an, dass es sich um eine pathologische, unkontrollierte
Passivreaktion handelt. Neueste Studien heben jedoch mdgliche

Regulationsmechanismen hervor [170].

1.2.2.3 Der NFkB-Signaltransduktionsweq

Der Transkriptionsfaktor NFkB/Rel (nuclear factor kappa-light-chain-
enhancer of activated B-cells) und seine Untereinheiten spielen eine
SchlUsselrolle in der induzierbaren Expression vieler Gene, die fur
Mediatoren der Zellproliferation und Immunantwort kodieren [148]. Es
handelt sich um Protein-Dimere, die Uber ein gemeinsames Strukturelement,
die Rel-Homologie-Domane (RHD), verbunden sind. Insgesamt existieren 5
verschiedene Untereinheiten (NFkB1/p50, NFkB2/p52, RelA/p65, RelB und
c-Rel), die als Homo- oder Heterodimer vorliegen kénnen und je nach
Kombination unterschiedliche Effekte bedingen [148]. Uber Bindung an
regulatorische Abschnitte der DNA, sogenannte kB-Motive, fihrt NFkB zur
Transkription, seltener zu Repression von Genen [81]. Die kB-Motive weisen
eine gewisse Variabilitat [148] und demnach Affinitat zu unterschiedlichen
Dimeren auf. Ohne entsprechende Stimuli liegt NFKB an Inhibitoren (IkB)
gebunden im Zytoplasma vor, z.B. [kBa/NFkBIA (nuclear factor of kappa light
polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor, alpha) [148, 202].
Wachstumsfaktoren, Zytokine — darunter auch TNF u.d. — oder physikalische
Noxen kdnnen auf unterschiedlichem Weg Signalkaskaden induzieren, die
uber Aktivierung des IkBa-Kinase-Komplexes (IKK) und Phosphorylierung
der Inhibitorproteine in der Freisetzung von NFkB munden (z.B. [9, 99)).
Auch TRAIL kann NFkB induzieren [46, 48, 183, 193].
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Die Genregulation durch NFkB ist Uberaus komplex, nicht zuletzt aufgrund
seiner geringen Spezifitat. Uber 200 Gene werden beeinflusst (eine Auswahl
zeigt Tab. A3), darunter pro- und anti-apoptotische [10, 81]. NFkB wird eine
SchlUsselrolle in der Apoptose-Inhibition zugeschrieben ([9, 202] u.a.), der
Transkriptionsfaktor wird daher mit Tumorwachstum, Zytostatika-Resistenzen
und Metastasenbildung in Verbindung gebracht [148, 175, 236].
Tumortherapeutische Ansatze durch Inhibition von NFkB sind Gegenstand
aktueller Forschung (z.B. [160]). TRAIL aktiviert NFkB, teilweise jedoch
verzogert und v.a. in hoherer Dosis; moglicherweise also ein sekundarer,
indirekter Effekt [117, 198]. Die Inhibition von NFkB — z.B. durch IkkB-
Inaktivierung — erhoht aber die Sensibilitat fur TRAIL [98, 102], so dass NFkB
in jedem Fall gewichtigen Einfluss auf die TRAIL-Sensitivitat besitzt [117].

1.2.3 TRAIL/Apo2

TRAIL, ein Protein von 33-35kD, wird aufgrund seiner THD zur TNF-
Superfamilie gezahlt [166, 242] (vgl. Abb. A3). Es wird in einer Vielzahl von
Geweben als Typ Il Transmembranprotein exprimiert [166, 242]; eine |6sliche
Variante kann auf bestimmte Stimuli hin proteolytisch abgespalten werden
[125] wund besitzt vermutlich eine regulatorische Funktion durch
Ligandenbindung kompetitiv zu den effektiven Rezeptoren [117]. Wie TNF
bildet 16sliches TRAIL stabile Homotrimere, die ein Zn-Atom komplexieren,
welches essentiell fur ihre biologische Aktivitat ist [16]. Es bindet an ein
komplexes System von Rezeptoren, funf wurden bisher identifiziert: TRAIL-
R1 und -R2 vermitteln ein pro-apoptotisches Signal durch intrazellulare
Todesdomanen, sog. death domains (DD), die drei Ubrigen erwirken eher
Apoptose-Pravention durch kompetitive Ligandenbindung (vgl. Tab. A4).
Unterschiede im Ablauf der Apoptoseinduktion durch TRAIL verglichen mit
anderen Liganden der TNF-Superfamilie liegen u.a. in den beteiligten
Adaptermolekile [117]. Abb. 1 (s. 1.2.2) veranschaulicht die Bindung eines

TRAIL-Trimers an seinen Rezeptor.

TRAIL wird in vielen Geweben exprimiert [166, 242] und ist an der

physiologischen Immunantwort auf tumordse [122] und virale Prozesse [228]
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beteiligt. Es agiert Uberwiegend als Apoptose-Induktor — vornehmlich Uber
den extrinsischen Pathway [242], spezifisch getriggert Uber die genannten
Rezeptoren [108], aber auch Induktion des mitochondrialen Pathway [7, 18,
154] sowie genregulatorische Funktionen wurden beschrieben, darunter auch
Aktivierung von NFkB (vgl. 1.2.2.3). Im Gegensatz zu vielen anderen Zyto-

statika geschieht die Apoptoseinduktion durch TRAIL p53-unabhangig [18].

Therapeutischen Nutzen besitzt TRAIL durch seine Potenz in Tumorzellen
Apoptose zu induzieren, ohne Nebenwirkungen auf Normalgewebe zu zeigen
(vgl. Tab. A5). Im Xenograft-Modell bewirkte TRAIL Apoptoseinduktion (z.B.
[6, 130, 232]) und reduzierte das Tumorwachstum (z.B. [232]). Es
verhinderte aulerdem das Auftreten von Fibrosarkomen in Mausen nach
Gabe eines Kanzerogens [214]. Fur viele Substanzen — darunter bewahrte
Chemotherapeutika wie Doxorubicin [17] oder Cisplatin [223], aber auch INF
[116] und Vitamin E-Derivate [43, 238] — konnte gezeigt werden, dass sie
TRAIL-resistente  Tumorzellen fur die TRAIL-induzierte Apoptose
sensibilisieren (vgl. Tab. A5) und synergistisch wirken; zuletzt tGbrigens auch
fur TRD [34, 42]. Umgekehrt erhoht TRAIL die Zytostatika-Sensitivitat wenig
sensibler Tumorzellen [117]. Auch die Kombination mit Bestrahlung (z.B.
[32]) und Proteasom-Inhibitoren [4, 126] beglnstigte die TRAIL-vermittelte
Apoptose, letztere moglicherweise durch Inhibition von NFkB. Wie bereits
erlautert, scheint dieser Transkriptionsfaktor eine Schilsselrolle in der

Regulation der TRAIL-vermittelten Apoptose zu spielen (vgl. 1.2.2.3).

Die Resistenz einiger Zelllinien gegen TRAIL ist ein viel beforschtes
Phanomen [117, 174, 200] u.a.). Erwahnt werden sollte auch die teilweise
hohe Toxizitat rekombinanter TRAIL-Varianten auf Hepatozyten [96, 115]
und andere gesunde Zellen [7, 108, 171, 232]. Losliche TRAIL-Homomere
ohne zusatzliche exogene Sequenzen — wie das von uns verwendete —
werden von Mausen und Primaten hingegen gut toleriert [7, 115, 138], auch
in vitro sind bislang keine Nebeneffekte auf normales Gewebe beschrieben
worden [7, 108, 115, 171, 182, 232]. (Weitere Details zu den Eigenschaften
von TRAIL zeigt Tab. A5.)
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1.2.4 Taurolidin

TRD (bis-(1,1-dioxoperhydro-1,2,4,-thiadiazinyl-4)Methan) ist ein synthetisch
hergestelltes Derivat der semi-essentiellen Aminosulfonsaure Taurin [68-69,
164]. Ubiquitar in Saugetiergeweben vorkommend, ist sie die haufigste freie
Aminosaure und hat eine Schutzfunktion gegen Zellschaden durch
Sauerstoffradikale [194]. lhr Derivat TRD wurde erstmals in den 1970er
Jahren hergestellt und weist antimikrobielle, antiadhasive und anti-
endotoxische Eigenschaften auf (z.B. [68]). Durch Hydrolyse entstehen die
aktiven Metaboliten Taurultam und Methyltaurultam, deren reaktive
Methylgruppen z.B. mit Bestandteilen der bakteriellen Zellwand interagieren
und zu einer irreversiblen Kreuzvernetzung der extrazellularen Matrix und
Aufrei3en der Zellmembran fuhren (vgl. Tab A6). TRD wirkt so auf ein breites
Spektrum von Bakterien und Fungi [69, 164, 207], der antiadhasive Effekt
kann aber auch an eukaryotischen Zellen beobachtet werden und wurde
klinisch zur Prophylaxe postoperativer Adhasionen genutzt (z.B.[11]). TRD
inaktiviert Endo- und Exotoxine, ebenfalls durch Interaktion mit seinen
Methylgruppen ([134, 164] u.a.). In vitro wurde eine Hemmung der Sekretion
proinflammatorischer Mediatoren (TNFa, IL1B8) aus Monozyten [11] und
Mesangiumzellen [119] gezeigt. Aufgrund dieser Eigenschaften wird TRD in
der Klinik seit Jahren zur Prophylaxe und Behandlung lokaler und
systemischer Inflammation, z.B. Peritonitis oder SIRS eingesetzt (vgl. Tab
A6). Auch hemmende Effekte auf die Proliferation maligner Zellen sind
nachgewiesen, in vitro sowie an Zelllinien ex vivo, darunter auch
Osteosarkome [21, 44, 128, 143, 152, 178, 201, 235]. Am Xenograft-Modell
konnte in-vivo die Reduktion des intraperitonealen Tumorwachstums
humaner Karzinomzellen sowie die Hemmung der Metastasenbildung nach
subkutaner Applikation von TRD gezeigt werden ([27, 41, 128] u.a.). Erste
Studien zur Tumorbehandlungen am Menschen erscheinen aussichtsreich
[23, 211-212].

TRD ist als Tumortherapeutikum vor allem deshalb von besonderem

Interesse, weil es kaum toxische Nebenwirkungen oder Effekte auf

Normalgewebe zeigt [27, 127]. Lediglich milde vagotone Symptome sind im
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Tiermodell beobachtet worden [22]. Rasche enzymatische Biotransformation
in endogenes Taurin und CO; [209] ist eine modgliche Erklarung dafur.
Daruber hinaus scheint TRD in Kombination eine Reduktion toxischer
Nebeneffekte konventioneller Chemotherapien erreichen zu kénnen. Eine
Xenograft-Studie  mit  rekombinantem  TNF und Taurolidin an
Fibrosarkomzellen der Maus zeigte, dass TRD die Begleiteffekte von TNF zu
reduzieren vermag, ohne dabei dessen antineoplastische Wirkung zu

beeintrachtigen [134].

Die genaue Wirkweise von TRD wird derzeit noch erforscht, wahrscheinlich
liegen mehrere Mechanismen zugrunde. Diskutiert worden sind, neben der
direkten Hemmung des Zellwachstums und Suppression proliferations-
fordernder Zytokine [27, 210], unterschiedliche Wege der induzierten
Signaltransduktion, mit ([78, 143, 152] u.a.) und ohne [180] Abhangigkeit von
Kaspasen, Fas-Ligand abhangige Mechanismen [180, 210] sowie Inhibition
der Tumorangiogenese [92, 180, 210]. Das Potential zur Apoptoseinduktion
bei fehlender Toxizitat macht TRD zu einem geeigneten Kombinationspartner
fur TRAIL. (Weitere Details zu TRD und seinen Eigenschaften zeigt Tab A6.)
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2 Fragestellung

In dieser Arbeit soll geklart werden, ob die Substanzen Taurolidin und
rekombinantes TRAIL/Apo-2L einen neuen Therapieansatz zur Behandlung

des humanen Fibrosarkoms darstellen konnten.

Die Wirkung von TRAIL und TRD einzeln und in Kombination auf niedrig
differenzierte Fibrosarkomzellen (HT1080) wurde hinsichtlich Apoptose-
induktion mittels Durchflusszytometrie und TUNEL-Methode (TdT-mediated
dUTP-biotin nick end labeling) und hinsichtlich Proliferationshemmung mittels
BrdU-Proliferationsassay untersucht. Nach Beurteilung und Quantifizierung
dieser Effekte folgten Untersuchungen zur Identifikation der beteiligten
Mechanismen und Signaltransduktionswege. Ein Genexpressionsprofil im
GeneChip-Microarray sollte Veranderungen auf mRNA-Ebene aufdecken.
Die Ergebnisse zu Expressionsveranderungen wurden mittels Real-time-
PCR validiert. Im Western Blot wurde evaluiert, inwieweit sich die
Veranderungen auch in der Translation apoptosebezogener Proteine
fortsetzten. AbschlieRend wurde die  Aktivitat  speziell des

Transkriptionsfaktors NFkB mittels ELISA untersucht.

25



3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Zelllinie und Zellkulturmedium

FUr diese Arbeit wurden niedrig differenzierte humane Fibrosarkomzellen der
Zelllinie HT1080, erworben von ATCC (Wesel, Zellinie CCI 121,
Deutschland), in modifiziertem Eagle’s medium (MEM) und NEAA (non-
essential amino acids) mit Zusatzen kultiviert (die genaue Zusammensetzung
findet sich in Tab. A7). Die Zellen stammen aus dem acetabulumnahen
Tumor eines 35jahrigen Kaukasiers und wurden zuerst beschrieben von S.
Rasheed et al. [173]. Ihre Verdopplungszeit betragt 12 Stunden (It. ATCC).

3.1.2 Verbrauchsmaterialien

Tab. 1: Verbrauchsmaterialien

BioMax Light Film Eastmen Kodak Company, Rochester, USA
Cryocups 2 ml Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Cups 1,5 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland
Cups 15 ml Falcon, BD Biosciences, Le Pont de Claix,
Frankreich
Cups 50 ml Falcon, BD Biosciences, Le Pont de Claix,
Frankreich
Cytospin Cytoclips Thermo Shandon, Pittsburgh, USA
Cytospin Objekttrager Thermo Electron GmbH, Dreieich, Deutschland
Cytospin Probenkammer Thermo Shandon, Pittsburgh, USA
Einmalpipetten 2 ml Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Einmalpipetten 5 ml Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Einmalpipetten 10 ml Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Einmalpipetten 25 ml Greiner Bio-One, Kremsmiinster, Osterreich
Filterpapier Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland
Kandlen B. Braun Melsungen AG, Sterican®, Melsungen,
Deutschland
Messrohrchen Falcon, Polystyrene round bottom tubes, BD Biosciences,
Le Pont de Claix, Frankreich
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Multiwell Microtiterplatten Greiner Bio-One Biosciences, Frickenhausen,
(96-well) Deutschland
Microarray GeneChip Platte Affymetrix, HG-U133A 2.0 Plus, UK Ltd.,

Buckinghamshire, UK

Objekttrager

Menzelglaser, Braunschweig, Deutschland

Parafilm

BRAND GmbH, Wertheim, Deutschland

Pipettenspitzen

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Spritzen 5 ml, 2 ml

B. Braun Melsungen AG, Melsungen, Deutschland

Transfer Membran
(TransBlot PVDF)

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Zellkulturflaschen 12,5 cm?

Becton Dickinson Labware, Le Pont de Claix, Frankreich

Zellkulturflaschen 25 cm?

Becton Dickinson Labware, Le Pont de Claix, Frankreich

Zellschaber

Becton Dickinson Labware, Le Pont de Claix, Frankreich

3.1.3 Gerate

Tab. 2: Gerate

Gerat Hersteller

Bioanalyzer Agilent, 2100 Bioanalyzer, Béblingen, Deutschland

Blottingkammer Invitrogen GmbH, XCell Il Blot Module, Karlsruhe,
Deutschland

Blutzellanalysesystem Sysmex Deutschland GmbH, SF 3000, Norderstedt,

Deutschland

Brutschrank

Forma Scientific, Forma 3035, Dreieich, Deutschland

Durchflusszytometer

BD Biosciences, FACS Calibur Flow Cytometer, Heidelberg,

Deutschland

Filmentwickler

Eastmen M35 X-Omat Processor,

Rochester, USA

Kodak Company,

Freezing Container

Nalge, Nalgene 5100 Cryo 1,0°C Freezing Container, New
York, USA

Gefrierschrank -80,0°C

Heraeus, Hera freeze, Hanau, Deutschland

Gefrierschrank -30,0°C

Sanyo Scientific, Biomedical Freezer, Bensenville, USA

Gefrierschrank -20,0°C

Sanyo Scientific, Medicool, Bensenville, USA

Gel-Analysesystem

GmbH iL., BioDoc

Deutschland

Biometra Analyze, Goéttingen,

Gelelektrophorese-System

Bio-Rad Laboratories GmbH, Mini Protean I,

Muinchen, Deutschland

Kihlschrank +4,0°C

Sanyo Scientific, Medicool, Bensenville, USA

Mehrkanalpipette

Eppendorf, Hamburg, Deutschland
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Microarray Scanner

GeneChip UK

Buckinghamshire, UK

Affymetrix, Scanner 3000, Ltd.,

Microplate Reader

Tecan trading AG, SunriseTM, Mannedorf, Schweiz

Mikroskope

Leica Microsystems, Leica DM4000B, Nussloch, Deutschland
Zeiss, Axiovert 25, Gottingen, Deutschland
Zeiss, ID 03, Goéttingen, Deutschland

Mini-Hybridisierungsofen

Biometra GmbH i.L., OV 3, Géttingen, Deutschland

Mischer IKA° Werke GmbH und Co. KG, Vortex VF2, Staufen,
Deutschland

Netzgerate Bio-Rad Laboratories GmbH, Power Pac 300, Minchen,
Deutschland
GE Healthcare Europe GmbH, EPS 601, Minchen,
Deutschland

Photometer MWG AG Biotech, Lambda E, Ebersberg, Deutschland

Pipettierhelfer BRAND GmbH, accu-jet® pro, Wertheim, Deutschland

Schdttler Biometra GmbH i.L., WT 12, Géttingen, Deutschland

Sequence Detector (rtPCR)

Applied Biosystems, ABI Prism 7900HT, Foster City, CA,
USA

Sterilbank

Heraeus, Hera safe, Hanau, Deutschland

Thermo Cycler

Biometra GmbH i.L., WT 12, Géttingen, Deutschland

Thermomixer

Eppendorf, Thermomixer 5436, Hamburg, Deutschland

Wasserbad GFL 1083, Burgwedel, Deutschland

Zentrifugen Heraeus Instruments, Biofuge fresco, Hanau, Deutschland
Heraeus Instruments, Biofuge Primo R, Hanau, Deutschland
Heraeus Instruments, Microfuge, Hanau, Deutschland
Thermo Electron Corporation, Cytospin 3, Waltham, USA

3.1.4 Chemikalien

Tab. 3: Chemikalien
Chemikalie

Acrylamid/ Bis solution 30%
(37,5 :1)

Hersteller

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Ammoniumpersulfat (APS)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

3-Mercaptoethanol

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Cell Culture Lysis Reagent 5x

Promega Corporation, Mannheim, Deutschland

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

Ethanol absolut

Merck, Darmstadt, Deutschland
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Ethanol (70%)

Merck, Darmstadt, Deutschland

FACS Clean

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

FACS Flow

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Fetales Kalberserum (FCS)

Biowest Ltd., Nuaillé, Frankreich

Glycin Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

H,O bidest Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad Homburg,
Deutschland

KCI Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Laemmli-Puffer 2x

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

L-Glutamin

Biowest Ltd., Nuaillé, Frankreich

Methanol absolut

Merck, Darmstadt, Deutschland

MEM Biowest Ltd., Nuaillé, Frankreich
Na,HPO, Sigma, Taufkirchen, Deutschland
NaH,PO, Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Natriumactetat Apotheke, St. Josef-Hospital, Bochum, Deutschland
NaCl Sigma, Taufkirchen, Deutschland
NaOH (solid) Sigma, Taufkirchen, Deutschland
Na-Pyruvat Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt, Deutschland

PBS

Biochrom, Berlin, Deutschland

Penicillin/Streptomycin

Biowest Ltd., Nuaillé, Frankreich

Precision Plus Protein

Standards, Kaleidoscope

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen, Deutschland

Sodiumdodecylsulfat (SDS)

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,

Deutschland

Tetramethylethylendiamin
(TEMED)

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Tri-Natriumcitrat Dihydrat

Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Tris Base Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris HCI Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland
Triton X-100 Sigma, Taufkirchen, Deutschland

Trypsin/EDTA Biowest Ltd., Nuaillé, Frankreich

Tween 20 Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, Deutschland

3.1.5 Puffer und Losungen

Die detaillierte Zusammensetzung aller verwendeten Puffer und Losungen

finden sich in Tab. 4-8:
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Tab. 4: TUNEL Assay, Lésungen zur Herstellung

Losung ‘ Zusammensetzung ‘

Fixierldsung 1 g Paraformaldehyd, ad 25 ml PBS, pH 7,4

10 x PBS 40 g NaCl, 1 g KCl, 5,75 g Na,HPO, 1 g NaH,PO, ad
500ml H,O

Permeabilisierungslésung 100 pg Triton X-100, 0,1 g Tri-Natriumcitrat Dihydrat, ad
100 ml H,O

Stammldsung Positivkontrolle | 0,7884 g Tris HCI, 0,1 g BSA, ad 100 ml H,O, pH 7,5

Tab. 5: RNA-Isolierung, Puffer zur Durchfihrung
Puffer Zusamensetzung

Lyse-Puffer 10 ul B-Mercaptoethanol, 1 ml RLT Bufffer

Tab. 6: Protein-Isolierung, Puffer zur Durchflihrung
Puffer Zusammensetzung

Protein-Lyse Puffer 100 pl Cell Culture Lysis Reagent 5x, ad 400 pl H,O

Tab. 7: SDS-Gelelektrophorese, Puffer zur Durchfiihrung

10 x Elektrophorese Laufpuffer 0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, 1% SDS (w/v), ad 500 ml
H,O, pH 8,3

1 x Elektrophorese Laufpuffer 50 ml 10 x Elektrophorese Laufpuffer, ad 450 ml H,O

Sammelgel-Puffer 0,5 M Tris Base, 0,4% SDS (w/v), ad 2000 ml H0,
pH 6,8

Trenngel-Puffer 1,5 M Tris Base, 0,4% SDS (w/v), ad 2000 ml H,O,
pH 8,8

Tab. 8: Western-Blot, Puffer zur Durchfiihrung

10 x Transferpuffer 0,25 M Tris, 1,92 M Glycin, ad 500 ml H,O, pH 8,3
1 x Transferpuffer 50 ml 10 x Transferpuffer, 50 ml Methanol abs., ad 400 ml H,O
Blockierpuffer 500 ml PBS, 1% BSA (w/v), 0,05% Tween 20 (v/v), pH 7,4




3.1.6 Wirksubstanzen

Tab. 9: Test- und Kontrollsubstanzen

Substanz ‘Hersteller

Povidon K16, 5% groRzigigerweise zur Verfligung gestellt von Geistlich Pharma AG,
Wolhusen, Schweiz

Taurolin® 2% Boehringer Ingelheim Pharma GmbH und Co. KG, Ingelheim am
Rhein, Deutschland

rhTRAIL/Apo-2L Bender MedSystems GmbH, Wien, Osterreich

3.1.7 Antikorper und Farbereagenzien

Tab. 10: Antikérper und Farbereagenzien

Antikorper/Farbstoff ‘ Hersteller ‘
Annexin V-FITC BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

c-IAP2 (H-85): sc-7944

GADD 34 (S-20): sc-824 Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Germany

GADD 45a (H-165): sc-797
HRP-conjugated Goat Anti-Mouse | BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

Immunoglobulin Specific Polyclonal

Antibody

IkB-a (C-21): sc-371

NIK (H-248): sc-7211 Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg, Germany
Rho GDla (A-20): sc-360

Propidium lodid Bender MedSystems GmbH, Wien, Osterreich

3.1.8 Kits

Tab. 11: Kits

Kit Hersteller

Bender MedSystems GmbH, Wien, Osterreich
BCA Protein Assay Kit Perbio Science Deutschland GmbH, Bonn,

Deutschland

Cell Proliferation ELISA, BrdU | Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Deutschland
(colorimetric)
ECL Plus Western Blotting GE Healthcare Europe GmbH, Minchen, Deutschland
Detection Reagents

High Capacity cDNA Archive Kit Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,
Deutschland
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In Situ Cell Death Detection Kit,

Fluorescein

Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Deutschland

NFkB Family Transcription Factor

Assay Kit

Active Motif Europe, Rixensart, Belgien

Nuclear Extract Kit

Active Motif Europe, Rixensart, Belgien

RNase-Free DNase Set

Qiagen GmbH, Hilden, Germany

RNeasy Mini Kit

Qiagen GmbH, Hilden, Germany

Tagman Universal PCR Master

Mix Protocol

Applied Biosystems Deutschland GmbH, Darmstadt,

Deutschland

3.1.9 Software

Tab. 12: Software

Bezeichnung Hersteller

CellQuest Pro Software

BD Biosciences, Heidelberg, Deutschland

GCOS1.4 Software (MAS 5.0)

Affymetrix, UK Ltd., Buckinghamshire, UK

Data Mining Tool 3.0

Affymetrix, UK Ltd., Buckinghamshire, UK

SPSS Version 14.0

SPSS Incorporation, Chicago, USA

3.2 Methoden
3.2.1 Zellkultur

Die Kultivierung der Zelllinie HT1080 erfolgte bei 5% (v/v) CO2 und 37,0°C in

feuchtigkeitsgesattigter Atmosphare. Dies qilt fur samtliche im Folgenden

genannte Inkubationsschritte im Inkubator, sofern nicht anders angegeben.

3.2.1.1 Auftauen

Die bei -80,0°C im Cryocup gelagerten Zellen wurden im Wasserbad bei

37,0°C aufgetaut. Nach tropfenweiser Zugabe von 1 ml vorgewarmtem

Zellkulturmedium und anschlieBend 1 Min. Standzeit wurde der Inhalt

vorsichtig durchmischt und direkt in einen mit 3 ml vorgewarmtem Medium

gefullten Zellkulturflacon Uberfuhrt.

Passage der Zellen beim Auftauen: P 33#
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3.2.1.2 Mediumwechsel

Ein Wechsel des Nahrmediums erfolgte jeden Tag. Fur Zellkulturflaschen mit

25 cm? Oberflache wurden 5 ml verwendet, fur Zellkulturflaschen mit 12,5

cm? Oberflache 2 ml.

3.2.1.3 Splitten

Erreichten die Zellen nach 2-3 Tagen ein konfluentes Wachstum, wurde das

Medium abgesaugt und vorgewarmtes Trypsin/EDTA (vgl. Tab. 13) auf die
Zellen gegeben. Es folgte eine Inkubation von 3-5 Min. im Inkubator. Sobald
sich die Zellen vom Boden der Kulturflasche geldst hatten oder durch sanftes
Beklopfen des Kulturflaschenbodens abgelést worden waren, wurde
vorgewarmtes Kulturmedium (vgl. Tab. 13) zugegeben. Das Gemisch wurde
in ein 15 ml Falcon® Roéhrchen Uberfihrt und mit 230 g bei 20,0°C fur 4 Min
zentrifugiert, anschlieBend der Uberstand abgesaugt, das Pellet in
vorgewarmtem Kulturmedium resuspendiert und je nach Bedarf ein Anteil der
Suspension in neue Kulturflaschen ausgesat — zur Kultivierung oder fir

Inkubation mit Testsubstanzen. Dies geschah im Verhaltnis von 1:5 bis 1:20.

Tab. 13: Trypsinierung, bendtigte Volumina

Oberfliche Flacon ‘Trypsin/EDTA W

12,5 cm? 1,5 ml 3ml
25 cm? 3ml 6 ml

3.2.1.4 Kryokonservierung

Die Schritte zur Uberfiihrung der Kulturzellen in eine Zellsuspension sowie
deren Sedimentation in der Zentrifuge entsprechen den oben genannten zum
Splitten. Nach Absaugen des Uberstandes wurden die Zellen mit 1 ml
vorgewarmtem Nahrmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde in ein
Cryocup uberfuhrt und 100 ul steril filtriertes DMSO zugegeben. Die

Kryokonservierung erfolgte im Freezing Container bei -80,0°C.
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3.2.1.5 Zellzahlbestimmung

Ergab sich bei Farbung der Zellen (z.B. vor Durchflusszytometrie) aus dem
Herstellermanual die Notwendigkeit, mit einer festgelegten Zellzahl zu
arbeiten, erfolgte die Auszahlung mit mindestens 200 ul Zellsuspension im
Sysmex Blutzellanalysesystem. Je nach Bedarf wurde dann mit Nahrmedium
verdunnt oder erneut zentrifugiert und mit weniger Medium resuspendiert, bis

die jeweils bendtigte Zellzahl erreicht war.

3.2.2 Testsubstanzen und Dosisfindung

3.2.2.1 Testsubstanzen

Taurolidin (TRD) mit 5% Povidon wurde wie vom Hersteller bereitgestellt
genutzt. Eine 5% Povidon-Lésung in korrespondierender Menge diente als
Kontrolle fir Versuche mit Taurolidin. Rekombinantes humanes
TRAIL/Apo2L (TRAIL) wurde nach Herstellerangaben in destilliertem Wasser
gelost, destilliertes Wasser in korrespondierender Menge diente als

Kontrolle.

3.2.2.2 Inkubation mit Testsubstanzen

Fir die Inkubation mit den Wirkstoffen wurden Zellen im Verhaltnis von 1:5
bis 1:10 in Zellkulturflacons ausgesat. Nach 24 Std. erfolgte ein Wechsel des
Nahrmediums, nach 36 Std. die Zugabe der Testsubstanzen sowie der
jeweiligen Negativkontrolle in bendtigter Konzentration. Die weitere

Inkubation bis zum gewulnschten Zeitpunkt geschah im Inkubator.

3.2.2.3 Versuche zur Dosisfindung

Zum Nachweis einer Apoptoseinduktion durch die Wirkstoffe und zur
Ermittlung der Dosis mit dem starksten apoptoseinduzierenden Effekt wurden
die Zellen mit verschiedenen Konzentrationen jeweils einer Testsubstanz
inkubiert und das Auftreten apoptotischer Vorgange im Durchflusszytometer
gegen eine Kontrolle gemessen. Um zeitliche Abhangigkeiten zeigen zu
kénnen, erfolgten Messungen jeweils zu 4 unterschiedlichen Zeitpunkten (2,
6, 12 und 24 Std.). Jede Messung wurde drei Mal mit aufeinanderfolgenden
Passagen wiederholt.
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Zusatzlich wurde ein orientierender Versuch durchgefuhrt, um mogliche
synergistische Effekte der Kombination beider Wirksubstanzen auch schon
bei niedrigen Dosen TRAIL auszuloten. Hierfir wurde die wirksamste
Konzentration TRD mit unterschiedlichen Konzentrationen TRAIL inkubiert
und zu 3 unterschiedlichen Zeitpunkten (6, 12 und 24 Std.) gemessen. Die
verwendeten Konzentrationen und Zell-Passagen sind in Tab. A8 und A9

aufgefuhrt.

3.2.2.4 Finale Versuche zur Apoptoseinduktion

Zur Darstellung synergistischer Effekte der Substanzkombination im direkten
Vergleich zu den Einzelsubstanzen wurden drei konsekutive Passagen mit
den Substanzen in ausgewahlter Konzentration — als Einzeldosis sowie in
Kombination — inkubiert und jeweils zu vier unterschiedlichen Zeitpunkten (2,
6, 12 und 24 Std.) gemessen. Folgende Konzentrationen und Passagen

wurden verwendet:

Tab. 14: finale Versuche, Konzentrationen und Passagen

Passage TRAIL TRD TRAIL + TRD

P 41# 150 ng/ml 250 pmol/l 50 ng/ml + 250 pumol/l
P 42# 50 ng/ml 250 pmol/l 50 ng/ml + 250 pumol/l
P 43# 50 ng/mli 250 pmol/l 50 ng/ml + 250 pumol/l

3.2.3 Durchflusszytometrie

Mittels Durchflusszytometrie  erfolgte  die  Quantifizierung  des
apoptoseinduzierenden Effekts der Wirksubstanzen TRAIL, TRD und deren
Kombination. Es wurde unterschieden zwischen vitalen, apoptotischen und

nekrotischen Zellen.

3.2.3.1 Prinzip der Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie oder FACS-Analyse (Fluorescence activated cell
sorting, registrierter Handelsname der Firma Becton Dickinson), erlaubt die
quantitative Bestimmung von Zellen oder Partikeln und kann mit Hilfe von

Streulicht- und Fluoreszenzsignalen weitere Aussagen uber deren
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physikalische und molekulare Eigenschaften machen. Vom Prinzip werden in
einem Uberdrucksystem in Ldsung befindliche Zellen aneinanderreiht und
einzeln an einem gebundelten Argon- (488 nm) und Diodenlaserstrahl (630
nm, 200 mW) vorbeigeflhrt. Detektoren (Photomultiplier) registrieren dabei
zwei Arten von Streulicht: das Vorwartsstreulicht (FSC ,forward scatter)
nach Beugung im flachen Winkel — abhangig vom Zellvolumen — und das
Seitwartsstreulicht (SSC ,side scatter®), Brechung im 90° Winkel — das mit
der Granularitat (Grolie des Zellkerns, intrazellulare Bestandteile) korreliert.

Die Streulicht-Messergebnisse werden in einem sog. Dot-Plot (Abb. 2) dar-
gestellt, Ublicherweise
mit FSC (ZellgroRe) auf
der x-Achse und SSC

(Granularitat) auf der y-

800 1000
1

600
1

Achse. Analog konnen

Side Scatter

400
1

detektierte Fluoreszenz-

200
21

signale dargestellt

werden.

0
~

e
0 200 400 600 800 1000
FSC-Height

Abb. 2: Durchflusszytometrie, Dot-Plot

Mit Hilfe von Farbstoffen oder fluoreszierender Antikorper gegen z.B.
DNA/RNA oder Oberflachenmolekiile sind zusatzliche Aussagen mdglich.
Die nach Anregung im charakteristischen Wellenlangenbereich emittierte
Fluoreszenz ist dabei proportional zur Menge gebundenen Antikorpers.

In dieser Arbeit wurden der grun fluoreszierenden Farbstoff Fluorescein-
Isothiocyanat (FITC) und das rot fluoreszierende Propidium lodid (PI)
verwendet. FITC, ein haufig gebrauchter Farbstoff, besitzt ein
Absorptionsmaximum von 492 nm und ein Emissionsmaximum von 520-530
nm, es wird an das Protein Annexin V gekoppelt verwendet. Das
Absorptionsmaximum von Pl liegt bei 495 nm, das Emissionsmaximum bei
639 nm. Annexin V ist ein calciumabhangiges Protein, das hauptsachlich an
den Zellmembranbestandteil Phosphatidylserin (PS) bindet. Das nicht

membrangangige Annexin kann nur binden, wenn PS auf die AuRenseite der
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Zellmembran transloziert — dies geschieht regelhaft in apoptotischen Zellen.
Im Rahmen der Nekrose wird die Zellmembran durchlassig fur grofRere
Molekile — PS ist nun ebenfalls fir Annexin zuganglich. Um nun
apoptotische von nekrotischen Zellzustanden unterscheiden zu kénnen, wird
zusatzlich der rote Fluoreszenzfarbstoff Pl eingesetzt. Dieser bindet an
dsDNA. Unterlauft eine Zelle Nekrose und verliert die Zellmembran ihre
Integritat, wird sie durchlassig fur den Farbstoff. Demnach lassen sich

folgende Zustande unterscheiden:

Tab. 15: Durchflusszytometrie, mogliche Zellzustande nach Farbung
mit FITC/Annexin und PI

vital - -
apoptotisch + -
nekrotisch + +

3.2.3.2 Zellaufbereitung und Messverfahren

Nach Inkubation der Zellen mit den Testsubstanzen bis zu den genannten
Zeitpunkten wurden schwimmende Zellen mit dem Nahrmediumuberstand
abgenommen und in 15 ml Falcon® Roéhrchen Uberfuhrt, adharente Zellen
durch Inkubation mit 1 ml Trypsin/EDTA fur 3-5 Min. im Inkubator und ggf.
sanftes Beklopfen des Flacons gelost. Nach Zugabe von 2 ml vorgewarmtem
Kulturmedium wurde die Zellsuspension dem Nahrmediumuberstand
beigefligt und mit 230 g bei 20,0°C fur 4 Min. zentrifugiert. Anschlielend
wurde der Uberstand abgesaugt, das Pellet in 195 ul eiskaltem Binding
Buffer (rh Annexin V-FITC Kit) resuspendiert und in 1,5 ml Cups uberfihrt.
Die Zellzahl wurde wie unter 3.2.1.5 beschrieben auf 2-5x10°/ml eingestellt.
Nach Zugabe von 5 ul Annexin/FITC und kurzem Durchmischen auf dem
Vortex wurde fur 10 Min. lichtgeschatzt bei Raumtemperatur inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurden die Proben 1 Min. bei 2.000 rpm und
Raumtemperatur abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen und nach
Resuspension in entsprechender Menge Binding Buffer in Falcon®

Polystrene round bottom tubes uUberfuhrt. AnschlieRend wurden 10 ul Pl
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hinzugegeben, nochmals kurz durchmischt und sofort im Durchfluss-
zytometer gemessen. Pro Messung wurden 20.000 Zellen gezahlt. Dot-Plots

und Histogramme wurden mittels CellQuest Pro Software ausgewertet.

3.2.3.3. Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der Messdaten erfolgte mit Hilfe des Daten-

verarbeitungsprogramms SPSS Version 14.0. Die ermittelten Prozentanteile
vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellen wurden als Mittelwerte + SD
(Standardabweichung) der drei VersuchsdurchfiUhrungen dargestellt. Zum
Vergleich der Versuchsgruppen (Einzelsubstanzen in verschiedenen
Dosierungen und Einzelsubstanz gegenliber kombinierter Behandlung)
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (one way ANOVA) ulber alle
Zeitpunkte (Tukey) durchgefuhrt. P-Werte < 0,05 wurden als statistisch
signifikant betrachtet und in den Abbildungen wie folgt angegeben:

***p <0,001, ** p<0,005, *p=<0,05.

3.2.4 Optische Verfahren
3.2.4.1 Lichtmikroskopie

Die Morphologie adharenter und in Kulturmedium suspendierter Zellen sowie

Fortschritt des Zellwachstums wurden mittels Phasenkontrastmikroskop

(Zeiss, Axiovert 25) untersucht und photodokumentiert.

3.2.4.2 Fluoreszenzmikroskopie

Fir die fluoreszenzmikroskopische Darstellung apoptotischer Vorgange
wurden Zellen inkubiert und vorbereitet wie fur das TUNEL-Assay (vgl.
3.2.5), jedoch mit 5 pyl Annexin V-FITC und 10 pl PI gefarbt. Unmittelbar nach
dem Farben erfolgte die Photodokumentation im Fluoreszenzmikroskop
(Leica, DM4000B).

3.2.5 TUNEL Assay

Die Detektion wund Visualisierung von DNA-Strangbrichen durch

apoptotische Vorgange erfolgte im TUNEL-Assay.
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3.2.5.1 Prinzip des TUNEL Assays
Die TUNEL Methode (TdT-mediated dUTP nick end labeling) dient dem

Nachweis von DNA-Einzelstrangbriichen (,nicks‘) speziell in apoptotischen

Zellen. Freigelegte Hydroxylgruppen an den Bruchenden kénnen mit Hilfe
der Terminalen Desoxynukleotid Transferase (TdT), welche den Einbau
fluoresceinmarkierter Nukleotide (Desoxyuridintriphosphat, dUTP) katalysiert,
in der Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. Permeabilisierung
ermoglicht das Vordringen von dUTP in den Kern, damit dabei keine DNA

austritt, mussen die Zellen zuvor fixiert werden.

3.2.5.2 Zellaufbereitung

Die Inkubation der Zellen mit den Test- und Kontrollsubstanzen einzeln und

in Kombination erfolgte fur 2 und 4 Std., zusatzlich wurden zwei Flacons
ohne zusatzliche Wirksubstanzen als spatere Positiv- bzw. Negativkontrolle
angelegt. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden Uberstande und
anhaftende Zellen wie fir die Durchflusszytometrie aufbereitet und zu einem
Pellet abzentrifugiert. Die Resuspension des Pellet erfolgte mit 400 pl PBS.
Die Zellsuspension wurde auf 10.000 Zellen/200 ul eingestellt und mittels
Cytospin Probenkammern in 5 Min. bei 800 rpm in der Zentrifuge (Cytospin
3) auf Cytospin Objekttrager aufgebracht.

3.2.5.3 Durchfiihrung

Zur Durchfuhrung wurde das In Situ Cell Death Detection Kit, Fluorescein

den Herstellerangaben entsprechend verwendet. Die mit Zellen
beschichteten Objekttrager wurden bei Raumtemperatur luftgetrocknet und
fur 1 Std. bei Raumtemperatur in Fixierldsung eingebettet. Nach zwei
Waschgangen mit PBS folgte eine zweiminlitige Inkubation in
Permeabilisierungsléosung auf Eis, anschlieend das Entfernen der
Permeabilisierungslésung durch drei Waschschritte mit PBS. Negativ- und
Positivkontrollen wurden hergestellt (vgl. Tab. A10). Fur die Gbrigen Proben
wurde das TUNEL-Reaktionsgemisch in einer Verdinnung von 1:10 (50 ul
Enzyme Solution, 450 ul Label Solution) angesetzt, jeweils 50 ul auf die
Proben pipettiert und diese fur 1 Std. bei 37,0°C in Dunkelheit inkubiert. Fur

homogenes Einwirken des Reaktionsgemisches und gegen Austrocknen der
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Proben wurden diese mit Parafilm abgedeckt und wahrend der Inkubation in
einer Feuchtkammer gelagert. Es folgten drei Waschschritte mit PBS und die
anschlieBende Analyse unter dem Fluoreszenz-Mikroskop.

= Extinktion: 450-500 nm

» Detektion: 515-565 nm

3.2.6 Proliferationsassay (BrdU)

Um Einflisse der Wirksubstanzen auf die Zellproliferation nachzuweisen und
zu quantifizieren, wurde ein Zellproliferations-ELISA mittels 5-bromo-2’-
deoxyuridine (BrdU) durchgefihrt.

3.2.6.1 Prinzip des BrdU-ELISA

In proliferierenden Zellen kommt es wahrend der DNA-Synthese zum Einbau

des Thymidin-Analogons BrdU. Durch Zufiigen eines mit Peroxidase (POD)
gekoppelten Antikdrpers gegen BrdU kommt es zu einer spezifischen
Substratreaktion, deren Produkt spektrophotometrisch bestimmt werden
kann und sich proportional zur Menge neu synthetisierter DNA und damit zur

Proliferation der Zellen verhalt.

3.2.6.2 Zellaufbereitung und Durchfiihrung

Die Zellen wurden auf 96-wells ausgesat und fur 8 Std. mit den Wirk- und
Kontrollsubstanzen inkubiert. Je 8 wells ohne Zugabe von Wirk- oder
Kontrollsubstanzen fungierten spater als Negativ- bzw. Eichkontrollen (vgl.
Tab. A11).

Die Durchflihrung des Proliferationsassay erfolgte mittels Cell Proliferation
ELISA, BrdU nach Vorgaben des Herstellers. Dazu wurde nach Ablauf der
Inkubationszeit BrdU dem Medium zugegeben und weitere 2 Std. im
Inkubator inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen fixiert, die DNA
denaturiert und POD-gekoppelte Antikérper gegen BrdU zugeben
(Inkubationszeit: 90 Min.), welche sich an eingebautes BrdU anlagern. Nach
AnstoRen der spezifischen Substratreaktion durch Zugabe von Substrat

erfolgte die spektrophotometrische Messung im Microplate Reader bei 370
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nm. Der Versuch wurde dreifach durchgefuhrt und die Ergebnisse als

Mittelwerte + SD (Standardabweichung) dargestellt.

3.2.7 Untersuchungen auf mRNA Ebene

Zum Nachweis von Einflussen der Wirksubstanzen auf Ebene der
Genexpression wurde RNA fur eine spatere Verwendung im Oligonukleotid
Microarray isoliert. Hierfur wurden die Zellen 2 Std. mit den Wirksubstanzen
inkubiert.

3.2.7.1 RNA-Isolierung
Die RNA Isolierung erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits nach

Herstellerangaben.

3.2.7.1.1 Prinzip

Nach Aufschluss von Zell- oder Gewebeproben durch stark denaturierenden
Guanidin-Thiocyanat Lyse-Puffer (RLT) wird die RNA durch Zentrifugation an
eine Silikagelmembran gebunden und in mehreren Waschschritten
aufgereinigt. Spezielle Puffersysteme und Ethanol (70%) verstarken dabei
die selektive Bindung der RNA an die Membran, eventuell vorhandene DNA

wird mittels DNase | fragmentiert und ausgewaschen

3.2.7.1.2 Zellaufbereitung und Durchfiihrung

Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden schwimmende Zellen mit dem
Uberstand in 15 ml Falcon® Roéhrchen Uberfiihrt und fiir 4 Min. bei 20,0°C
und 230 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet in 100
Lyse-Puffer resuspendiert. Adharente Zellen wurden mit 250 pl Lyse-Puffer
benetzt und mit dem Zellschaber gelost, dann zu den Zellen aus dem
Uberstand gegeben und die gesamte Suspension durch mehrfaches Auf-
und Abziehen in einer 0,9 mm Kanule homogenisiert. Nach Zugabe von
Ethanol 70% wurden die Proben in RNeasy Mini Columns Uberflihrt und nach
Herstellerprotokoll aufgereinigt (s. Tab. A12). Ein on-column DNA-Verdau

erfolgte als Zwischenschritt mit dem RNase-Free DNase Set nach
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Anweisung des Herstellers. Die eluierte RNA konnte bei -80,0°C gelagert

werden.

3.2.7.2 Oligonukleotid Microarray

Die Durchfuhrung der Microarrays und ihrer statistischen Auswertungen
erfolgte in Zusammenarbeit mit Herrn PD Dr. Ludger Klein-Hitpass vom
Institut fr Zellbiologie (Tumorforschung), IFZ der Universitat Duisburg-

Essen, Deutschland.

3.2.7.2.1 Prinzip

Im Microarray ist es moglich, die Expression von mehreren tausend Genen
gleichzeitig zu messen. Oligonukleotid-Microarrays bestehen aus einem
Tragermaterial mit einer Vielzahl von Testfeldern (Spots), auf die kurze,
synthetisch hergestellte Oligonukleotide (Sonden, englisch ,probes®)
aufgebracht werden. Ein Sondensatz (Probeset) besteht aus 16 Abschnitten
eines bestimmten Gens und reprasentiert dieses. Jede Sonde eines
Probesets liegt paarweise vor, als ,perfect match’ (PM) und als ,miss match
(MM). Die PM-Sonde ist 100% komplementar zur reprasentierten
Gensequenz, die MM-Sonde enthalt mittig ein fehlbindendes Nukleotid. In
der Auswertung wird vom PM- das unspezifische MM-Hybridisierungssignal
abgezogen. Das Verhaltnis (detection call) ergibt, ob ein Transkript als
zuverlassig vorhanden (,present), nicht vorhanden (,absent’) oder
grenzwertig (,marginal’ — vorhanden, aber nicht zuverlassig) gewertet wird.
Diese Auswertungsweise erhoht die Spezifitat der Messung. Auch Signale
durch Kreuzhybridisierung und Hintergrundfluoreszenz kénnen mittels der

MM-Proben berechnet und korrigiert werden.
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Abb. 3: Aufbau eines GeneChip-Array

(modifiziert nach: http://www.bioinf.mdc-berlin.de/~schober/Microarray.doc)

Die Ziel-RNA (Target) wird mit Hilfe eines Primers (T7-d(T)21) und des
Enzyms Reverse Transkriptase zunachst in Einzelstrang-cDNA konvertiert,
der komplementare Strang dann durch DNA-Polymerase und RNase H
synthetisiert. Nach Umschreibung in biotinylierte Antisense-cRNA und
Vervielfaltigung wird diese fragmentiert und zur Hybridisierung mit den
Sonden gebracht. Nicht gebundene Targets werden ausgewaschen,
gebundene mit Strepavidin-gekoppeltem Phycoerythrin gefarbt. Die
Detektion mittels Laser erfolgt im Microarray-Scanner. Zur Auswertung der
grolien Datenmenge werden spezielle Software verwendet und Abgleiche mit

Datenbanken im Internet vorgenommen.

3.2.7.2.2 RNA-Qualitat

Die Beurteilung der RNA-Integritat erfolgte im Agilent 2100 Bioanalyzer
mittels Lab-on-a-Chip-Elektrophorese und anschliefiender Laserdetektion der
farbmarkierten RNA.
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3.2.7.2.3 Durchfuhrung

Far das Mikroarray wurde eine GeneChip Platte unter Anwendung eines
Standardprotokolls flr Probenaufbereitung und Hybridisierung genutzt. Die
Auswahl der Probesets (insgesamt 621) erfolgte nach Relevanz der
reprasentierten Gene fur die apoptotische Signaltransduktion nach Gene
Ontology. Die Gesamt-RNA (5 pg) wurde in biotinylierte cRNA konvertiert,
aufgereinigt, fragmentiert und auf HG-U133Plus_2.0 Mikroarrays auf-
gebracht. Diese wurden gewaschen, nach Herstellerangaben gefarbt und im
GeneChip Scanner 3000 untersucht. Alle Schritte wurden nach den Angaben
im Affymetrix Gene Expression Analysis Technical Manual Version 2
durchgefuhrt.

3.2.7.2.4 Auswertung

Image Analyse

Die primare Image-Analyse wurde mit der Affymetrix GCOS1.4 Software
(MAS 5.0) durchgefuhrt. Bestimmt wurden numerische Signalintensitaten —
ein relatives Mal} fur die Haufigkeit des Transkripts in der analysierten Probe
— sowie die ,detection calls’. Um Abweichungen in Menge und Qualitat der
cRNA-Proben, Abbaueffekte und andere experimentelle Variablen zu
kompensieren, erfolgte fir alle Arrays eine Normalisierung der detektierten

Intensitaten auf einen Durchschnittswert von 1000 Einheiten.

Comparison Analysis

Der paarweise Vergleich behandelter Zellen (experimenteller Array)
untereinander sowie mit den Kontrollzellen (Kontroll-Array) erfolgte mittels
0.g. Software, welche die Signifikanz (change p-value) jeder Veranderung
der Genexpression (change) auf Grundlage eines Wilcoxon Rangsummen-
tests ermittelte. Zur Datenfilterung wurde das Affymetrix Data Mining Tool 3.0
verwendet. Die Messergebnisse wurden als Signal Log Ratio (SLR) — das
logarithmische Verhaltnis der Signale zueinander — ausgedruckt, da die
Expression eines Gens nur im Vergleich zwischen zwei Versuchsgruppen

(z.B. TRD vs. Kontrolle) beurteilt werden kann.

44



Heat Map
Die Heat Map veranschaulicht farblich die gemessenen Expressions-

unterschiede der apoptoseassoziierten Probesets des Microarray-Chips,
dargestellt als SLR (vgl. Ergebnisse — Abb. 19 und Abb. A10).

Clustering
Die Datensatze werden weiterhin durch sogenanntes ,Clustering’ geordnet.

Clustering beschreibt eine gebrauchliche Methode der statistischen
Datenanalyse und ist eine mdgliche Form des sogenannten Data Mining —
der Versuch, in einer Datenmenge Muster aufzudecken. Beim Clustering gibt
es keine vordefinierten Gruppen, vielmehr wird nach Ahnlichkeiten der
Proben gesucht, anhand derer die Daten in Gruppen eingeteilt werden
konnen. Hierarchisches Clustering — wie hier angewendet — bedeutet
Gruppenbildung auf mehreren Ebenen: Entweder werden kleinere Gruppen
nach ahnlichen Merkmalen zu jeweils Ubergeordneten zusammengefasst
(agglomerativ), oder eine grof3e Gruppe wird nach und nach in Untergruppen
aufgeteilt (divisiv). Es ergibt sich ein baumartiges Muster, ein Dendrogramm.
(vgl. Ergebnisse — Abb. A10(b)).

3.2.7.3 Datenvalidierung in der Real-time-PCR

Die Validierung der Daten aus dem Microarray wurde fur ausgewahlte Gene
(ARHGDIA, BIRC3, GADD34, HSPA1A, HSPA1B, MAP3K14, MAP3K1)
mittels Real-Time-PCR (rtPCR) durchgefuhrt. Es handelte sich um solche,
die im Microarray die differenzierteste Regulation aufwiesen.

Die Gesamt-RNA (2 pg) wurde mittels High Capacity cDNA Archive Kit
gemal Herstellervorgaben in cDNA umgeschrieben. Die rtPCR erfolgte im
ABI Prism 7900HT Sequence Detector unter Verwendung des Tagman
Universal PCR Master Mix Protocol mit 20 pyl Endvolumen (10 yl Master Mix,
1 pl jeweiliges Assay, 9 ul cDNA -Suspension in aquivalenter Menge zu 2 ng
RNA). Alle verwendeten Reagenzien und Assays (ARHGDIA: Hs00976924
g1, BIRC3: Hs00154109 m1, GADD34: Hs00169585 m1, HSPA1A:
Hs00359163 s1, HSPA1B001040501 +sH, MAP3K14: Hs01089753,
MAP3K1: Hs00394890 m1, GAPDH: Hs99999905 m1) wurden bei Applied

Biosystems (Darmstadt, Deutschland) erworben. Die Amplifikation erfolgte
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gemal’ nachstehendem Protokoll: 10 Min. bei 95°C, anschliel3end 40 Zyklen
zur Denaturierung bei 95°C (15 Sek.) und Annealing/Elongation bei 60°C (1
Min.). Alle Versuche wurden zweifach durchgefuhrt und nach der
deltadeltaCT Methode (relative Quantifizierung) analysiert. Als Referenz

diente humanes GAPDH (glyceralaldehyde-3-phosphate dehydrogenase).

3.2.8 Untersuchungen auf Protein-Ebene

Um die Funde veranderter Genexpression auch auf Proteinebene zu
beurteilen, wurden Western Blots in SDS-page Gel durchgefuhrt. Wir
konzentrierten uns dabei auf jene Proteine, deren Expression auf mRNA-
Ebene im Microarray am starksten verandert war. Dazu wurde zunachst das
Gesamtprotein isoliert und die Konzentrationen mittels BCA-Methode
bestimmt. Folgende Antikdrper (Kaninchen) kamen im Western Blot zum
Einsatz: Rho GDI_ / ARHGDIA (C-21), GADD 45_ (H-165), c-IAP2 / BIRC3
(H-85), GADD 34 / PPP1R15A (S-20), NIK / MAP3K14 (H-248), und |_B-_/
NFKBIA (C-21).

3.2.8.1 Prinzip

Das Gesamt-Protein wird durch Lyse der Zellen mit Gewinnung des Proteins

in geloster Form isoliert. Nach gelelektrophoretischer Auftrennung der
Proteine nach GréRe und Molekulargewicht erfolgt deren Ubertragung auf
eine Filtermembran (Blotten) und Detektion mittels Primar- und Sekundar-

Antikérpern (Immunoblotting).

3.2.8.2 Zellaufbereitung und Proteinisolierung

Nach Inkubation der Zellen mit den verschiedenen Substanzen wurde zu
zwei unterschiedlichen Zeitpunkten (2 und 4 Std.) das Gesamtprotein isoliert.
Hierfir wurden schwimmende Zellen mit dem Uberstand abgenommen,
adharente Zellen mittels Trypsinierung abgelost und der Zellsuspension
hinzugefligt, diese dann abzentrifugiert. Nach Entfernen des Uberstands
wurden die Proben mit 50 ul Protein-Lyse-Puffer fur jeweils 1Std. auf Eis

inkubiert; anschlie®end die Zelliberreste abzentrifugiert (1 Min., 13.000 rpm)
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und der die gereinigten Proteine enthaltende Uberstand bis zur

Weiterverwendung in frischen Eppendorf Cups bei -80° gelagert.

3.2.8.3 Proteingehaltbestimmung (BCA Protein Assay)
3.2.8.3.1 Prinzip

Die Proteingehaltbestimmung erfolgte mittels Extinktionsmessung im

Photometer nach der BCA Methode. Diese erweitert die bekannte Biuret-
Reaktion (Reduktion von Kupfer-lonen am Protein) um die Bildung violetter
Komplexe aus dem Chelatbildner Bicinchoninsdure (BCA) und Cu’-lonen.

Die Chelat-Menge verhalt sich proportional zur Proteinkonzentration.

3.2.8.3.2 Durchflihrung

Dazu wurde das BCA Protein Assay Kit nach Anweisung des Herstellers
verwendet. Jeweils 25 ul der Proben und der gemal Protokoll erstellten BSA
Standards wurden mit 200 ul Working Reagent (Pierce Lésungen A + B,
Mischungsverhaltnis 50:1) in eine 96-well Microtiterplatte pipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von 30 Min. bei 37,0°C wurde die Extinktion bei 562 nm
gemessen und die Proteinkonzentration mit Hilfe der BSA-Standardkurve

errechnet. Die aliquotierten Proben wurden bei -30,0°C gelagert.

3.2.8.4 Gelelektrophorese
3.2.8.4.1 Prinzip

Die Grélenauftrennung der zuvor denaturierten Proteine geschieht in einer

Gelmatrix entlang eines elektrischen Gradienten. SDS denaturiert Proteine
und Uberdeckt deren Eigenladung, die Migrationsgeschwindigkeit ist dann
nur noch von der relativen Molekilmasse abhangig. Die Gelmatrix besteht
aus Acrylamid-Monomeren, die in Anwesenheit freier Radikale lange Ketten
formen, Bis-Acrylamid quervernetzt diese (und bestimmt so die Porengrofie).
Der Radikalbildner APS initialisiert die Polymerisierung, TEMED dient als
Katalysator. Unterschiedliche Polyacrylamid-Konzentrationen in Sammel-
und Trenngel ermdglichen die Konzentrierung und bessere Auftrennung der
Proteine.
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3.2.8.4.2 Durchfuhrung

Proteindenaturierung

Die Proteinproben wurden unter Zugabe von 2x Laemmli-Puffer 3 Min. bei
95°C denaturiert. Der Puffer enthalt Bromphenolblau, um spater den Lauf der

Proben im Gel besser verfolgen zu konnen.

SDS Polyacrylamid Gelelektrophorese
Die Gele wurden aus Acrylamid/ Bis solution 30%, TEMED und APS sowie

den entsprechenden Puffern hergestellt (Tab. 16) und als Flachgele im Mini

Protean Il System (9,5x6 cm) gegossen. Dazu wurde zunachst das Trenngel
gegossen und wahrend der Gerinnung (30 Min.) mit Elektrophorese-
Laufpuffer Uberschichtet. Nach Entfernen des Puffers und Angielen des
Sammelgels wurde der Taschenformer platziert und weitere 30 Min.
inkubiert.

Tab. 16: SDS-PAGE, Zusammensetzung von Trenn- und Sammelgel
(PAA-Anteil in %)

I ) - Sammelgel (6%)

Aqua dest. 5 ml| Aqua dest. 2,75 ml
Polyacrylamid (PAA) | 6,25 ml Polyacrylamid (PAA) 1 ml
Trenngelpuffer 3,75 ml | Sammelgelpuffer 1,25 ml
APS 10% 100 pl | APS 10% 100 pl
TEMED 20 yl| TEMED 20 pl

Nach Einhangen der Gele in die Elektrophorese-Apparatur und Aufflllung
der Kammern mit Elektrophorese-Laufpuffer wurden eingeschlossene
Luftblasen durch Spilung entfernt und die Proteine in einer Konzentration
von 40 ug/Probe in die Sammelgel-Taschen geladen. Als
ProteingroRenstandard wurde der Precision Plus Protein Standard,
Kaleidoscope verwendet. Die Laufzeit betrug 2 Std. bei 100-120 V und

Raumtemperatur.
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3.2.8.5 Western Blot

Um nach der SDS-PAGE die im Gel aufgetrennten Proteine auswertbar zu

machen, wurden diese elektrophoretisch auf eine PVDF (Polyvinyldifluorid)
Membran Ubertragen. Das Methanol im Transferpuffer (Tab. 8) entfernt SDS
aus den Protein-Detergens-Komplexen und erhoht damit die Bindung der
Proteine an die Membran. 7 Filterpads, sowie 2 Whatman Filterpapiere,
wurden in Transferpuffer getrankt; die PVDF Membran zunachst fur ca. 30
Sek. mit Methanol absolut benetzt, mit Aqua bidest. gewaschen und dann
ebenfalls mit Transferpuffer getrankt. Die Beladung der Western Blot

Kammer geschah luftblasenfrei in unten stehender Reihenfolge:

Anode
Filterpads (4)
Filterpapier (1)
PDVF-Membran
Gel

Filterpapier (1)
Filterpads (3)
Kathode I

=

Jajsuel |

Abb. 4: Western Blot, Beladung der Blottingkammer

Im Anschluss wurde die Blottingkammer mit Transferpuffer aufgefullt und fir
1 Std. ein elektrisches Feld (25 V, 2,5 mA/cm?) angelegt.

3.2.8.6 Standard Immuno Detection

Zum Nachweis der spezifischen Proteine wurden Primarantikdrper eingesetzt
und mittels Horseradish Peroxidase (HRP) markiertem Zweitantikdrper
visualisiert. HRP oxidiert das Substrat Luminol (c-Diacylhydrazid) unter
Emission von Licht, welches auf einem Rdntgenfilm detektiert werden kann.
Die Immuno-Detektion erfolgte mit Hilfe der ECL Plus Western Blotting
Detection Reagents.
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Die Sattigung freier Bindungsstellen auf der Membran erfolgte durch
Inkubation der Membran in Blockierpuffer (Tab. 8) fur 24 Std. bei 4,0°C. Im
Anschluss wurde die Membran mit spezifischem Erstantikdrper, der
entsprechend mit Blockierpuffer verdinnt wurde (Verhaltnis 1:2.000), far 1
Std. bei Raumtemperatur im Biometra Mini Hybridisierungsofen unter
Rotation inkubiert. Es folgten vier Waschschritte mit jeweils ca. 15 ml PBS
auf dem Schdttler fur je 10 Min. Der Zweitantikorper wurde mit Blockierpuffer
auf 1:8.000 verdunnt und ebenfalls fir 1 Std. inkubiert. Nach weiteren vier
Waschschritten mit PBS wurde die Membran gleichmaRig fur 5 Min. mit ECL
Entwicklerlosung benetzt, anschlielRend luftblasenfrei zwischen zwei
Klarsichtfolien gelegt und lichtgeschitzt in einer Rontgenkassette gelagert.
Die Belichtung des Rontgenfiims erfolgte flur 1-180 Sek. in der

Dunkelkammer. Entwickelt wurde mittels M35 X-Omat Processor.

3.2.9 Transkriptionsfaktor-Aktivitat (NFKB-activity-ELISA)

3.2.9.1 Prinzip
Die Aktivitat des Transkriptionsfaktors NFkB wurde mittels ELISA bestimmt

und quantifiziert. Daflir wurde Zellkernextrakt hergestellt und auf 96-well
Platten aufgebracht, die mit einem Oligonukleotid beschichtet sind. Dieses
besitzt eine  spezifische  Bindungsstelle  fur den  aktivierten
Transkriptionsfaktor. Mit Primarantikérpern gegen die Untereinheiten des
gebundenen Transkriptionsfaktors (p50, p52, p65, c-Rel, RelB) wird dieser
detektiert, ein an Horseradish-Peroxidase (HRP) gebundener Zweitantikorper

vermittelt das photometrisch analysierbare Signal (readout).

3.2.9.2 Kernextraktion

Kernextrakt wurde aus Zellen gewonnen, welche zuvor fir 4 Std. mit den

verschiedenen Substanzen behandelt worden waren. Dazu wurde das
Nuclear Extract Kit gemal® Vorgaben des Herstellers verwendet. Nach
Inkubation mit den Wirk- und Kontrollsubstanzen wurden die Zellen in
eiskaltem PBS resuspendiert. Phosphatase-Inhibitoren verhinderten weitere
Modifikation des Proteins durch Proteolyse u.a., anschlieRende Uberfiihrung

in eine hypotonische Pufferldsung bewirkte Schwellung der Zellen und
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Fragilitdt der Plasmamembran. Zugabe von Detergens fuhrte nun zum
Austritt der zytoplasmatischen Proteinfraktion, welche mit dem Uberstand
entfernt werden konnte. Es folgte die Lyse der verbleibenden Zellkerne unter

Schutz durch Protease-Inhibitoren.

3.2.9.3 ELISA

Die Durchfiihrung geschah mit Hilfe des TransAM™ NFkB Family
Transcription Factor Assay Kit nach Herstellerangaben. Die 96-well NFkB
Assay Plate wurde mit 30 pl/well Complete Binding Buffer befullt (CBB). Der

zuvor praparierte Kernextrakt wurde in CBB gelost und 20 pl/well der

Suspension (entsprechend 2-20 ug Extrakt/well) appliziert. Die Kontrollen

wurden erstellt gemafk Tabelle 17:

Tab. 17: NFKB-ELISA, Kontrollen

Positivkontrolle |2 pl Raji Kernextrakt (5 pg) | volle Antikérper-Bindung
auf 18 ul CBB/well
Blank 20 ul CBB/well keine Antikorper-Bindung

Es folgte eine Reihe von Wasch- und Inkubationsschritten zum Aufbringen
des Primar- und Sekundar-Antikorpers (Tab. A13). Durch Zugabe der
Developing solution wurde die Farbentwicklung initiiert und nach
entsprechender Inkubation durch Zugabe von Stop solution wieder

unterbunden. Die Auswertung erfolgte unmittelbar im Microplate reader.

51



4 Ergebnisse

4.1 Detektion und Quantifizierung

apoptotischer Vorgange

4.1.1 Durchflusszytometrie

FUr die Versuche wurden humane Fibrosarkomzellen (HT1080) ausgesat
und nach 36 Std. mit den Wirksubstanzen TRAIL, TRD oder beiden in
Kombination inkubiert. Als Kontrolle wurde fir TRD Povidon K16 (5%, gel6st
in destilliertem Wasser) eingesetzt, fur TRAIL destilliertes Wasser. Mit Hilfe
des fluoreszenzmarkierten, an Phosphatidylserin bindenden Proteins
Annexin/FITC und des dsDNA Farbstoffs Propidium lodid (Pl) erfolgte die

Differenzierung zwischen apoptotischen, nekrotischen und vitalen Zellen.

4.1.1.1 Apoptoseinduktion durch TRAIL als Einzelsubstanz

Um die apoptoseinduzierende Wirkung von TRAIL nachzuweisen und die
wirksamste  Konzentration sowie den Zeitpunkt der maximalen
Apoptoseinduktion zu erfassen, wurden die Zellen analog zu den Versuchen
mit TRD jeweils dreimal mit verschiedenen TRAIL-Konzentrationen (10, 50,
100 und 500 ng/ml) inkubiert und zu festgelegten Zeitpunkten (nach 2, 6, 12
und 24 Std.) gemessen. Tab. A14 zeigt die ermittelten Prozentanteile vitaler,
apoptotischer und nekrotischer Zellen (als Mittelwerte der drei konsekutiven

Messungen).
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Abb. 5: Reduktion vitaler Zellen durch TRAIL (10, 50, 100, 500 ng/ml)

Signifikanzniveau angegeben fiir TRAIL 50 ng/ml vs. Kontrolle

4.1.1.1.1 Vitale Zellen

TRAIL als Einzelsubstanz reduziert signifikant die Zahl lebender HT1080
Zellen. Die starkste Reduktion vitaler Zellen (4,89%) wurde nach 12 Std. bei
einer Konzentration von 100 ng/ml beobachtet (p < 0,001). TRAIL 10 ng/ml
zeigte sich weniger effektiv in der Reduktion lebender Zellen als die Ubrigen
drei Konzentrationen, ein signifikantes Mal} wurde erst nach 12 (p < 0,005)
bzw. 24 Std. (p < 0,05) erreicht.
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Abb. 6: Induktion von Apoptose durch TRAIL (10, 50, 100, 500 ng/ml)

Signifikanzniveau angegeben fir TRAIL 50 ng/ml vs. Kontrolle

4.1.1.1.2 Apoptose

TRAIL induziert signifikant Apoptose in humanen HT1080 Fibrosarkomzellen.
Die Konzentrationen 100 ng/ml (p < 0,05) und 500 ng/ml (p < 0,001) I6sten in
signifikantem Mal} frUhe Apoptose aus (55,55% und 82,14% nach 2 Std.).
TRAIL 50 ng/ml (77,08% nach 6 Std.) wies eine ahnlich starke Wirkung auf
(p < 0,001). Die apoptoseférdernde Auswirkung hielt hier langer an, als in der
Gruppe mit 100 bzw. 500 ng/ml.
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Abb. 7: Induktion von Nekrose durch TRAIL (10, 50, 100, 500 ng/ml)

Signifikanzniveau angegeben fiir TRAIL 50 ng/ml vs. Kontrolle

4.1.1.1.3 Nekrose

TRAIL in den Konzentrationen 100 (p < 0,05) und 500 ng/ml (p = 0,001)
fuhrte nach Apoptoseinduktion zu einer signifikanten Zunahme nekrotischer
Zellen. TRAIL 50 ng/ml induzierte bei vergleichbaren Apoptoseraten deutlich
weniger Nekrose — zu keinem Zeitpunkt Uberstieg der Anteil nekrotischer

Zellen signifikant den Anteil nekrotischer Zellen in der Kontrollgruppe.

4.1.1.1.4 Dot-Plots

Dot-Plot-Grafiken zeigen den Ubergang vitaler HT1080 Zellen in friihe
Apoptose, nachfolgend Zelltod und Nekrose. In Abb. A4 sind exemplarisch
Messungen zu vier verschiedenen Zeitpunkten (2, 6, 12 und 24 Std.) fur die
Konzentration 50 ng/ml TRAIL dargestellt. Vitale Zellen werden dabei im
linken unteren Quadranten der jeweiligen Einzelgrafik erfasst, apoptotische
im rechten unteren, nekrotische im rechten oberen Quadranten. Nach 2 Std.
wurden Uberwiegend vitale Zellen detektiert. Nach 6 und 12 Std.
Inkubationszeit Uberwog bereits die Zahl apoptotischer Zellen und die Zahl
nekrotischer Zellen nahm zu. Nach 24 Std. zeigt sich ein geringer Anteil
vitaler Zellen, die Ubrigen Detektionen verteilen sich Uber den gesamten

apoptotischen und nekrotischen Messbereich.
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4.1.1.1.5 Fazit

HT1080 Fibrosarkomzellen sind TRAIL-empfindlich. TRAIL als Einzel-
substanz flhrte zum apoptotischen Zelltod in Abhangigkeit von Zeit und
Dosis. Hohere Konzentrationen induzierten in signifikantem Maly frihe
Apoptose und fuhrten zu einer signifikanten Zunahme nekrotischer Zellen zu
den nachfolgenden Zeitpunkten. TRAIL 50 ng/ml erreichte beinahe dieselbe
Effizienz bezuglich Apoptose, fuihrte jedoch zu niedrigeren Nekroseraten. Die
niedrigste verwendete TRAIL-Konzentration (10 ng/ml) zeigte sich deutlich
weniger effektiv in der Reduktion lebender Zellen als die uUbrigen drei
Konzentrationen. Deshalb wahlten wir TRAIL 50 ng/ml fur die gemeinsame

Behandlung mit TRD aus.

4.1.1.2 Apoptoseinduktion durch TRD als Einzelsubstanz

Um einen Apoptose induzierenden Effekt der Substanz Taurolidin
nachzuweisen und gleichzeitig die wirksamste Konzentration sowie den
Zeitpunkt der maximalen Apoptoseinduktion zu erfassen, wurden die Zellen
dreimal hintereinander jeweils mit verschiedenen TRD-Konzentrationen (50,
100, 250 und 500 pmol/l) inkubiert und in festgelegten Intervallen (2, 6, 12
und 24 Std.) gemessen. Tab. A15 zeigt die ermittelten Prozentanteile vitaler,
apoptotischer und nekrotischer Zellen (als Mittelwerte der drei konsekutiven

Messungen).
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Abb. 8: Reduktion vitaler Zellen durch TRD (50, 100, 250, 500 pumol/l)

Signifikanzniveau angegeben fiir TRD 250 pmol/l vs. Kontrolle

4.1.1.2.1 Vitale Zellen

TRD als Einzelsubstanz reduziert signifikant die Zahl lebender HT1080
Zellen. Die starkste Reduktion vitaler Zellen (21,09%) wurde nach 24 Std. bei

einer Konzentration von 250 pmol/l beobachtet (p < 0,001).

57



80

- HKontrolle

£ === TRD 50pmol/l
2
= 504 --— - TRD 100pmol/l
o
2 —— TRD 250pmolll
8
o s 2 .
&7 - 3 T+ - ~—— TRD 500pmol/l
& g ~ A=~
b —— = 1N »
o] T s s T p=0,05
b - - 3
__________ 5 -+ p = 0,005
1= s wx = p g 0,001
204 e i
+
10
T T T :
% 6 12 24
time (h)

Abb. 9: Induktion von Apoptose durch TRD (50, 100, 250, 500 umol/l)

Signifikanzniveau angegeben fiir TRD 250 pmol/l vs. Kontrolle

4.1.1.2.2 Apoptose

TRD als Einzelsubstanz induziert in signifikantem Mal3 Apoptose in HT1080
Zellen. Die hochste Rate apoptotischer Zellen im Vergleich zur Kontrolle
wurde nach 12 Std. bei einer Konzentration von 250 pmol/l beobachtet
(62,0%) (p < 0,005). Die apoptoseinduzierenden Effekte von TRD 50 pmol/I
waren nur moderat und erreichten zu keinem Zeitpunkt ein signifikantes Maf}
verglichen mit der Kontrolle. TRD 100 (50,55% nach 12 Std.) und TRD 500
pmol/l (48,96% nach 12 Std.) I6sten ebenfalls Apoptose aus (p < 0,05),
zeigten sich aber zu nahezu allen Zeitpunkten weniger effektiv als die

Konzentration 250 umol/l.
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Abb. 10: Induktion von Nekrose durch TRD (50, 100, 250, 500 umol/l)

Signifikanzniveau angegeben fiir TRD 250 pmol/l vs. Kontrolle

4.1.1.2.3 Nekrose

Der Ubergang von HT1080 Zellen in Nekrose wird durch TRD als Einzel-
substanz signifikant geférdert. Das Maximum (30,24%) wurde nach 24 Std.
bei einer Konzentration von 250 umol erreicht (p < 0,001). Von den ubrigen
Konzentrationen induzierten nur TRD 100 ymol/l nach 24 Std. (p < 0,005)
und TRD 500 pmol/l nach 6 Std. (p < 0,05) in signifikantem Maf} Nekrose.

4.1.1.2.4 Dot-Plots

In Abb. A5 sind exemplarisch Dot-Plots von Messungen zu vier
verschiedenen Zeitpunkten (2, 6, 12 und 24 Std.) fur die Konzentration 250
pmol/l TRD dargestellt. Die Grafiken zeigen, dass nach 2 Std. Inkubationszeit
Uberwiegend vitale Zellen detektiert wurden, nach 6 und 12 Std. die
gemessene Zahl apoptotischer Zellen aber deutlich zunahm. Die letzte
Messung nach 24 Std. zeigt einen sehr geringen Anteil vitaler Zellen und
einen steigenden Anteil nekrotischer Zellen; der Uberwiegende Teil wurde im
apoptotischen Messbereich registriert.

59




4.1.1.2.5 Fazit

TRD fuhrt zum apoptotischen Zelltod menschlicher HT1080 Fibrosarkom-
zellen. Die apoptose- und nekroseinduzierende Wirkung erwies sich als zeit-
und dosisabhangig. Die starkste Apoptoseinduktion und Reduktion lebender
Zellen wurde bei einer Konzentration von 250 umol/l als Einzelsubstanz
beobachtet. Die apoptotischen und nekrotischen Effekte der ubrigen
Konzentrationen erwiesen sich zu allen Zeitpunkten als weniger effektiv als
die 250 umol/l Konzentration verglichen mit der Kontrolle. Daher wahlten wir

TRD 250 ymol/l, um es gemeinsam mit TRAIL zu applizieren.

4.1.1.3 Orientierender Versuch zur Substanz-Kombination

Zur Vorab-Evaluation eines mdglichen synergistischen Effektes der
Kombination der beiden Testsubstanzen TRAIL und TRD wurde die
effektivste Konzentration TRD (250 pmol/l) in einem einfachen Versuch mit
unterschiedlichen Konzentrationen TRAIL (1, 10, 50, 100 und 500 ng/ml)
kombiniert und zu mehreren Zeitpunkten (6, 12 und 24 Std.) gemessen. Tab.
A16 zeigt die ermittelten Prozentanteile vitaler, apoptotischer und

nekrotischer Zellen.

Die Kombination von TRD und TRAIL bewirkt die Reduktion vitaler Zellen
und Induktion von Apoptose und Nekrose in HT1080 Zellen. Eine
Abhangigkeit der Effekte von Konzentration und Inkubationszeit konnte
gezeigt werden. Dabei gingen insbesondere hohe Konzentrationen TRAIL
mit hohen Nekroseraten einher. Zugabe von TRAIL in einer Konzentration
von 1 ng/ml hingegen fluhrte erst nach 24 Std. zu einer Reduktion vitaler
Zellen. Insgesamt bestatigte der Versuch die Auswahl der Konzentrationen
(TRD 250 pmol/l und TRAIL 50 ng/ml) fur die folgenden Kombinations-

Versuche.

4.1.1.4 Effekte der Kombination von TRD und TRAIL
Nach Ermittlung der Dosis TRD mit der starksten apoptoseinduzierenden
Wirkung (250 pmol/l) und der TRAIL-Dosis mit der niedrigsten Rate

nekrotischer Zellen bei hoher apoptoseinduzierender Wirkung (50 ng/ml)

wurden beide Substanzen in diesen Dosen kombiniert. Es erfolgten drei
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Messungen zu vier verschiedenen Zeitpunkten (2, 6, 12 und 24 Std.) an
aufeinander folgenden Passagen mit den Testsubstanzen jeweils als
Einzelsubstanz und in Kombination. Tab. A17 zeigt die ermittelten
Prozentanteile vitaler, apoptotischer und nekrotischer Zellen (als Mittelwerte

der drei konsekutiven Messungen).
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Abb. 11: Reduktion vitaler Zellen durch TRD und TRAIL
(TRD 250 pmol/l, TRAIL 50 ng/ml und TRD 250 umol/l + TRAIL 50 ng/ml)

Signifikanzniveau angegeben fiir die Kombinationsbehandlung vs. Kontrolle

4.1.1.4.1 Vitale Zellen

TRAIL 50 ng/ml als Einzelsubstanz erreichte Uber den gesamten
Messzeitraum eine signifikante (p = 0,001) Reduktion der vitalen Zellzahl von
51,04% auf 25,09% (Faktor 2,0), TRD 250 pmol/l eine signifikante (p < 0,05)
Reduktion von 66,47% auf 43,26% (Faktor 1,5). Die Kombination konnte die
Zahl vitaler Zellen signifikant (p < 0,001) um den Faktor 4,0 reduzieren (von
58,35% auf 14,38%). Demnach konnte der durch die Einzelsubstanzen
hervorgerufene Effekt durch Kombination mindestens verdoppelt und ein

Synergismus nachgewiesen werden.
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Abb. 12: Induktion von Apoptose durch TRD und TRAIL
(TRD 250 ymol/l, TRAIL 50 ng/ml und TRD 250 umol/l + TRAIL 50 ng/ml)

Signifikanzniveau angegeben fiir die Kombinationsbehandlung vs. Kontrolle

4.1.1.4.2 Apoptose

Der Anteil apoptotischer Zellen nahm nach Inkubation mit TRD signifikant (p
< 0,05) um den Faktor 1,7 (von 27,26% auf 45,93% nach 24 Std.), nach
Inkubation mit TRAIL signifikant (p < 0,005) um den Faktor 1,8 (von 27,8%
auf 51,25% nach 12 Std.) und durch die Kombination signifikant (p < 0,001)
um den Faktor 1,8 (von 32,94% auf 59,24% nach 6 Std.) zu. Die
apoptoseinduzierende Wirksamkeit unterschied sich demnach vor allem
durch die notwendige Inkubationszeit, so bewirkte die Kombination deutlich
frbher einen signifikanten Anstieg der Apoptoseraten als die

Einzelsubstanzen.
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Abb. 13: Induktion von Nekrose durch TRD und TRAIL
(TRD 250 ymol/l, TRAIL50 ng/ml und TRD 250 umol/l +TRAIL50 ng/ml)

Signifikanzniveau angegeben fiir die Kombinationsbehandlung vs. Kontrolle

4.1.1.4.3 Nekrose

Uber den gesamten Messzeitraum stieg der Anteil nekrotischer Zellen nach
Inkubation mit TRD von 7,35% auf 10,34% (Faktor 1,4), nach Inkubation mit
TRAIL signifikant (p > 0,005) von 13,12% auf 23,33% (Faktor 1,8) und durch
Kombinationsbehandlung signifikant (p < 0,001) von 7,61% auf 55,82%
(Faktor 7,3). Der durch TRAIL als Einzelsubstanz hervorgerufene Effekt
konnte demnach vervierfacht, der durch TRD als Einzelsubstanz

hervorgerufene verfunffacht und ein Synergismus nachgewiesen werden.

4.1.1.4.4 Dot-Plots

Abb. A6 zeigt Dot-Plot-Grafiken flr die Kombinationsbehandlung mit 250
umol/l TRD plus 50 ng/ml TRAIL. Ein Ubergang vitaler Zellen in apoptotische
konnte bei Kombinationsbehandlung bereits nach 2 Std. Inkubationszeit
gemessen werden. Nach 6 Std. lagen Uberwiegend apoptotische Zellen vor.
Nach 12 Std. nahm der Anteil nekrotischer Zellen deutlich zu, und nach 24

Std. wurden Uberwiegend nekrotische Zellen detektiert.
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4.1.2 TUNEL-Assay
Mit der TUNEL-Methode erfolgte qualitativ der fluoreszenzmikroskopische

Nachweis von DNA-Strangbrichen im Rahmen apoptotischer Vorgange in
HT1080 Zellen nach 2 und 4-stundiger Inkubation mit TRD und/oder TRAIL.

Abb. 14 zeigt exemplarisch Zellen in fluoreszenzmikroskopischer Darstellung
nach 4-stindiger Behandlung mit 250 ymol/l TRD, 50 ng/ml TRAIL, beidem
in Kombination sowie einer Kontrolle mit Povidon/H,O, gefarbt nach der
TUNEL-Methode. In Abb. 15 sind die dazugehdrige Negativ- und Positiv-
kontrolle dargestellt.

a) b)

d)

Abb. 14: TUNEL-Assay, Proben

nach 4-stundiger Inkubation mit 250 ymol/l TRD (a), 50 ng/ml TRAIL (b), 250 pymol/l
TRD + 50 ng/ml TRAIL (c) und Povidon/H,O (d)

e)

Abb. 15: TUNEL-Assay, Kontrollen

Negativkontrolle (e), Positivkontrolle (f)



Inkubation mit 250 pmol/l TRD bzw. 50 ng/ml TRAIL fuhrt zu DNA-
Strangbrichen im Rahmen apoptotischer und nekrotischer Vorgange —
deutliche Fluoreszenz ist detektierbar. Die Kombinationsbehandlung mit TRD
und TRAIL in oben genannten Konzentrationen bewirkt ebenfalls zahlreiche
apoptotischen Vorgangen und im Zuge dessen DNA-Strangbruchen — starke
Fluoreszenz ist detektierbar. In der Kontrollgruppe kommt es nicht in
relevantem Mall zu DNA-Strangbriichen, dementsprechend ist kaum
Fluoreszenz detektierbar. In der Negativkontrolle unterbleibt durch das
Fehlen der terminalen Transferase der Einbau von fluoreszenzmarkierten
Nukleotiden — es ist kein Signal detektierbar. In der Positivkontrolle hingegen
fuhrt der Einsatz von DNase | enzymatisch katalysiert zu zahlreichen DNA-

Strangbriichen, es resultiert maximale Fluoreszenz.

4.2 Beurteilung der Zellmorphologie

Fir die Versuche wurden die Fibrosarkomzellen wie fur die Durchfluss-
zytometrie mit den Wirk- und Kontrollsubstanzen inkubiert. Die Evaluation
morphologischer Veranderungen und des Adhasionsverhaltens wurde
lichtmikroskopisch photodokumentiert, apoptose- und nekroseinduzierende
Effekte unter Farbung mit Annexin/FITC und PI fluoreszenzmikroskopisch

visualisiert.

4.2.1 Lichtmikroskopie
4.2.1.1 Zellwachstum

Abb. A7 zeigt in 20facher Vergroflerung das Wachstum einer unbehandelten

Zellprobe Uber einen Zeitraum von 60 Std. — entsprechend dem zeitlichen
Verlauf einer nach 36 Std. nativem Wachstum mit den Wirkstoffen

inkubierten Zellprobe bis zum Inkubationszeitpunkt 24 Std.

4.2.1.2 Einfluss von TRD und TRAIL auf die Zellmorphologie
TRD als Einzelsubstanz und die Kombination von TRD und TRAIL zeigten

lichtmikroskopisch sichtbare Effekte auf die Zellmorphologie und das
Adhasionsverhalten von HT1080 Zellen. Abb. 16 zeigt die lichtmikros-
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kopische Darstellung (Vergroferung 20fach) von Zellen nach 2-stindiger
Inkubation mit, 250 pymol/l TRD, 50 ng/ml TRAIL, 250 ymol/l TRD + 50 ng/ml
TRAIL und als Kontrolle 250 pmol/l Povidon/H0.

Abb. 16: Lichtmikroskopie

nach 2-stindiger Inkubation mit 250 ymol/l TRD (a), 50 ng/ml TRAIL (b), 250 pmol/I
TRD + 50 ng/ml TRAIL (c), 250 pmol/l Povidon + H,O (Kontrolle) (d)

Im Vergleich zu den Kontrollsubstanzen Povidon und H>O (d) konnte fur
TRAIL (b) kein Unterschied im Hinblick auf eine veranderte Zellmorphologie
festgestellt werden. Auch nach entsprechender Inkubationszeit wurde ein
intakter, subkonfluent wachsender Zellrasen vorgefunden. Auf Inkubation mit
250 pmol/l TRD (a) reagierten die Zellen mit einer Veranderung ihrer
Morphologie: Zellschrumpfung und Veranderung der Zelloberflache mit
Abschnirung von Vesikeln, Desintegration der Zellgruppen und vermehrtes
Ablésung vom Flacon-Boden. Die Zugabe von 50 ng/ml TRAIL (c) verstarkte

dieses Phanomen nochmals sichtbar.
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4.2.2 Fluoreszenzmikroskopie
Der apoptoseférdernde Effekt von TRD, TRAIL und ihrer Kombination auf die
Morphologie von HT1080 Zellen konnte nach Farbung mit Annexin/FITC und

PI1 fluoreszenzmikroskopisch dargestellt werden.

Im Anhang zeigt Abb. A8 exemplarisch eine vitale Zelle im Durchlicht- und
Fluoreszenzmodus: Es wurde kein Farbstoff aufgenommen. Abb. A9 zeigt
apoptotische und nekrotische Zellen mit erhaltener Zellstruktur: Das grin
fluoreszierende Annexin/FITC, welches sich an Phosphatidylserinmolekdle in
der Zellmembran anlagert, markiert dabei die Zellmembran und sich
abschnirende Vesikel (apoptotic bodies). Das rot fluoreszierende Pl bindet

an dsDNA und hebt den Zellkern hervor. Daneben sind zum Teil Umrisse

ungefarbter, vitaler Zellen erkennbar.

Abb. 17: Fluoreszenzmikroskopie

nach 4-stindiger Inkubation mit 250 ymol/l TRD (a), 50 ng/ml TRAIL (b), 250 pmol/l
TRD + 50 ng/ml TRAIL (c), 250 pmol/I Povidon + H,O (Kontrolle) (d)

Oben stehende Abb. 17 zeigt exemplarisch die fluoreszenzmikroskopische
Darstellung von Zellen nach 4-stindiger Inkubation mit 250 ymol/l TRD, 50
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ng/ml TRAIL, 250 pmol/l TRD + 50 ng/ml TRAIL sowie 250 pmol/l
Povidon/H,0 als Kontrolle. Wahrend die Kontroll-Zellen (d) nahezu keinen
Farbstoff aufnehmen, zeigt sich nach Inkubation mit TRD (a) eine Anzahl
markierter Zellen, v.a. Annexin/FITC-positive. TRAIL (b) bewirkt ebenfalls
eine vermehrte Aufnahme von Annexin/FITC im Rahmen apoptotischer und
nekrotischer (zusatzlich Pl-positiv) Vorgange. Die Kombination von TRD und
TRAIL (c) fihrt zu einer hohen Zahl Uberwiegend nekrotischer Zellen
(Annexin/FITC- und Pl-positiv).

4.3 Einfluss von TRD und TRAIL auf die

Proliferation

FUr die Versuche wurden die Fibrosarkomzellen mit TRD, TRAIL und der
Kombination sowie den Kontrollsubstanzen fir 8 Std. auf 96-well Platten
inkubiert. Durch Zugabe des Thymidin-Analogons BrdU (5-bromo-2’-
deoxyuridine), welches in neu synthetisierte DNA eingebaut und Uber eine
Antikdrper-gekoppelte Substratreaktion detektiert wird, ist die Quantifizierung

der Proliferationsrate moglich.

4.3.1 Zellproliferations-BrdU-ELISA

TRD und TRAIL als Einzelsubstanzen sowie in Kombination hemmten die
Proliferation von HT1080 Zellen signifikant verglichen mit der Kontrolle (p <
0,001).

Die nachfolgende Abb. 18 zeigt die antiproliferative Wirkung von TRD, TRAIL

und der Kombinationsbehandlung nach einer Inkubationszeit von 8 Std.

verglichen mit der Kontrollgruppe:
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Abb. 18: BrdU-Proliferationsassay

nach 8-stiindiger Inkubation mit TRD 250 pmol/l, TRAIL 50 ng/ml, TRD 250 pmol/l +
TRAIL 50 ng/ml, Povidon 250 umol/l + H,O (Kontrolle)

Die antiproliferative Wirksamkeit von TRD war signifikant hoher als die von
TRAIL (p < 0,001). Auch die Kombinationsbehandlung hemmte die
Proliferation signifikant (p < 0,001), dabei war der Effekt durch die
Kombinationsbehandlung nicht signifikant groRer als bei Behandlung mit
TRD allein (p = 1,0), jedoch signifikant groRer als bei Behandlung mit TRAIL
allein (p < 0,001). Die Rohwerte der Messungen finden sich in Tab. A18.

4.3.1.1 Fazit
TRD und TRAIL als Einzelsubstanz hemmen die Proliferation von HT1080

Fibrosarkomzellen in vitro. TRD ist effektiver als TRAIL, die Kombination
beider Substanzen steigert die Wirksamkeit nicht.

4.4 Effekte durch TRD und TRAIL auf Ebene der

Genexpression

Fur die Versuche wurden HT1080-Zellen fur 2 Std. mit den Wirk- und
Kontrollsubstanzen inkubiert, anschlieRend deren RNA isoliert, diese in
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biotinylierte antisense-cRNA umgeschrieben und farbmarkiert. Es folgten die
Expressionsanalyse ausgewahlter Gene mit Relevanz fur apoptotische
Vorgange mittels Gene Chip Microarray (Affymetrix) und deren statistische
Auswertung. Funde flr einzelne Schlisselgene wurden anschlieRend in der

Real-time-PCR nochmals validiert.

4.4.1 Oligonukleotid-Microarray

Die Untersuchung der mRNA-Expression mittels Oligonukleotid-Microarray
zeigte, dass TRD und TRAIL nach einer Inkubationszeit von 2 Std.
Veranderungen in der Expression einer Reihe von Genen in HT1080 Zellen

verursachen.

4.4.1.1 Allgemein

Wir konzentrierten uns bei diesen Versuchen auf 621 Probesets mit Bezug

zur apoptotischen Signaltransduktion. Davon konnten nach Filterung
(catfilter1) fur 174 Probesets — reprasentativ fur 138 apoptosebezogene
Gene — Expressionsveranderungen verlasslich gemessen werden (ca+filter1
Target). Ein SLR = 1 bedeutet hierbei zweifache Uberexpression relativ zur
Vergleichsgruppe, ein SLR = -1 halbe Expression wie in der Vergleichs-
gruppe. TRD als Einzelsubstanz beeinflusste die Expression von 67 dieser
Gene, davon zeigten sich 22 hochreguliert. Im Vergleich dazu induzierte
TRAIL als Einzelsubstanz Expressionsveranderungen in 36 der apoptose-
bezogenen Gene, davon 22 hochreguliert. TRD und TRAIL in Kombination
verursachten Veranderungen in der Expression von 65 Genen (29
hochreguliert, 28 herunterreguliert). Eine Auflistung dieser Gene und ihrer

Expressionsveranderungen findet sich in Tab. A19 und A20.

4.4.1.2 Heat Map

Eine grafische Veranschaulichung der Ergebnisse des HG-U133A 2.0
Microarray-Chips, dargestellt als SLR, findet sich in Abb. A10(a) (vgl. auch
Abb. 19).
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4.4.1.3 Clustering

Die Datensatze wurden durch hierarchisches Clustering geordnet, vgl. hierzu

Abb. A10(b).

4.4 .1.4 Auswahl differentiell requlierter Gene fur Validierung

Weiteres Eingrenzen der Ergebnisse auf solche Gene, deren Expressions-

veranderungen einen SLR > 1 oder <-1 aufwiesen, verringerte die Anzahl

differentiell regulierter Gene in dieser Versuchsreihe auf 21 (25 Probesets).

023 1 |_I__|_|

| MAP3K14
BIRC3
| _ MAP3K1
lcALR
| LcAsP2
| MET
[ HCLK4
LARHGDIA
THFAIP3
> | 1
| |
| [PPP1R15A
|
|

e

SLR: TRAIL vs Ko

SLR: TRD+TRAIL vs TRDA
SLR: TRD=TRAIL vs TRAIL
SLR: TRO+TRAIL ve Ko
SLR: TRD vs Ko

Abb. 19: Microarray

Zeilen:
Probesets
bzw. Gene

Spalten:

Versuchsgruppen

dargestellt im Verhaltnis zu einer
Vergleichsgruppe

z.B. einer Kontrollgruppe oder im Vergleich
untereinander

hellstes Rot: SLR > 2 (Expressionslevel
oberhalb der Vergleichsgruppe)

: SLR £ 2 (Expressionslevel
unterhalb der Vergleichsgruppe)

schwarz: SLR = 0 (Expression unverandert)

grau: kein verlassliches ca+filter1 Target

Ergebnisse als Heat Map fur 25 ausgewahlte Gene nach 2-stindiger Inkubation mit
TRD 250 pymol/l, TRAIL 50 ng/ml, TRD 250 ymol/l + TRAIL 50 ng/ml und 250 ymol/l

Povidon/H,O als Kontrolle (Ko)
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Das Dendrogramm oberhalb der Matrix in Abb. 19 weist den Grad der
Ahnlichkeit zwischen den Versuchsgruppen aus, dasjenige auf der linken
Seite den Ahnlichkeitsgrad der ausgewahlten Gene zueinander

entsprechend ihrer Expressionsmuster.

Unten stehende Tab. 18 zeigt eine Auswahl der differentiell regulierten Gene
und spezifiziert die durch die Wirksubstanzen im Verhaltnis zur Kontrolle

hervorgerufenen Effekte.

Tab. 18: Microarray, Veranderung der Genexpression (SLR)

nach 2-stiindiger Inkubation mit TRD 250 umol/l, TRAIL 50 ng/ml, TRD 250 pmol/l +
TRAIL 50 ng/ml im Vergleich zur Kontrolle (Ko)

Hochregulation ( 1), Herunterregulation ( | )

TRD vs. Ko SLR | TRAIL vs. Ko SLR TRD + TRAIL vs. Ko ‘ SLR

HSPA1A /I
HSPA1B 2,99 HSPA1A /// HSPA1B | 3,28
HSPA1A 2,49 HSPA1A 2,54
HSPA1B 2,06 HSPA1B 2,45 T
NFKBIA 2,03 |NFKBIA 1,17 | NFKBIA 2,47
PPP1R15A 1,55
GADD45A 1,33 GADD45A 1,46
AXL 1,41
SGK 1,22 SGK 1,37
DUSP1 1,33
JUN 1,2 JUN 1,31
IRF1 1,23
DUSP1 1,12
MYC 1,05
ARHGDIA 1,19
TNFAIP3 1,11
MAP3K14 -1,35 l
BAGS -1,08
BIRC3 -1,45

Expressionsveranderungen in der ausgewahlten Gréflenordnung ergaben

sich darlber hinaus fir weitere Gene im Vergleich von mit TRD+TRAIL
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behandelten Zellen zu mit TRD (1 Gen herunterreguliert) bzw. TRAIL (9
Gene hoch-, 8 herunterreguliert) als Einzelsubstanz behandelten (vgl. Tab.
A20) - so z.B. fir MAP3K1.

4.4.2 Real-time PCR

Die Expression ausgewahlter Gene (ARGHGDIA, BIRC3, GADD34,
HSPA1A, HSPA1B, MAP3K14, MAP3K1, NFKBIA) nach Inkubation mit den
Wirksubstanzen wurde mittels tPCR erneut beurteilt. Dies geschah fur eine
Auswahl von Genen, fur die Western-Blot-fahige Antikorper zur Verflugung
standen und deren Expression im Microarray (MA) mindestens zweifach
gegenuber der Kontrolle abgewichen war. Die Inkubationszeit mit den
Wirksubstanzen betrug fur diesen Versuch 2 Std. (Tab. A21 und A22).

4.4.2.1 Ergebnisse flr ausgewahlte Gene
NFKBIA/IkB-a
Die Expression von NFKBIA (nuclear factor of kappa light-polypeptide gene-

enhancer in B-cells inhibitor, alpha), synonym IkB-a, korrelierte in hohem
Male mit den Ergebnissen des MA im Sinne einer mehr als zweifachen

Hochregulation.

HSPA1A/B
Fir HSPA1A und HSPA1B (heat shock 70kDa protein 1A/B) ergab sich
gleichfalls eine gute Korrelation zwischen rtPCR und MA im Sinne einer

Hochregulation der Expression — vor allem durch TRD+TRAIL.

GADDA45A

Sowohl laut MA als auch laut PCR bewirkte die Kombinationsbehandlung
eine mehr als zweifache Hochregulation von GADD45A (growth arrest and
DNA damage inducible, alpha), die sich in der PCR deutlich ausgepragter
darstellte. TRD erreichte eine vergleichbare Hochregulation mit guter
Korrelation von MA und PCR, TRAIL eine vergleichsweise geringere

Hochregulation.
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GADD34/PPP1R15A

Die Expression von GADD34, synonym PPP1R15A (protein phosphatase1
regulatory (inhibitor) subunit 15A), zeigte eine gute Korrelation zu den
Ergebnissen im MA im Sinne einer Hochregulation in geringflgig

abweichender Auspragung.

BIRC3/c-IAP-2

Die Ergebnisse fur BIRC3 (baculoviral IAP repeat containing 3 ), synonym c-
IAP-2, korrelierten gut mit denen des MA: Im Vergleich zur Kontrolle
verringerte die Kombinationsbehandlung TRD+TRAIL die Expression

deutlich. TRAIL als Einzelsubstanz steigert sie hingegen.

MAP3K1

Die rtPCR-Ergebnisse fur MAP3K1 (mitogen-activated protein kinase kinase
kinase 1) deckten, wie im MA, die Tendenz zur Herunterregulation durch
TRD und TRD+TRAIL auf, jedoch in davon abweichendem Ausmal}.

MAP3K14/NIK
MAP3K14 (mitogen-activated protein kinase kinase kinase 14), synonym
NIK, zeigte sich wie im MA herunterreguliert, vor allem durch TRD+TRAIL,

allerdings in insgesamt geringerem Ausmalf.

ARHGDIA/ Rho GDla

Fir ARHGDIA, synonym Rho GDla (Rho GDP dissociation inhibitor (GDI)
alpha), ergab die rtPCR den Funden im Microarray (MA) entgegengesetzte
Ergebnisse fur die Einzelsubstanzen. Dabei erreichte lediglich TRAIL einen
SLR >1. Die Kombinationsbehandlung zeigte hingegen eine Korrelation in

der Tendenz zur Herunterregulation.
4.4.2.2 Fazit

Insgesamt ergab sich eine grofitenteils gute Korrelation der Ergebnisse von
MA und rtPCR.
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4.5 Effekte durch TRD und TRAIL auf Ebene der

Proteinexpression

Um zu beurteilen, inwieweit sich die Genexpressionsveranderungen auf
Ebene der Translation fortsetzten, wurden die Produkte der im MA
ausgewahlten und in der rtPCR Uberpruften Gene im Western Blot (WB)
untersucht. Hierfur wurden Zellen fur 2 und 4 Std. mit den Wirksubstanzen
inkubiert.

4.5.1 Western Blot

TRD und TRAIL verandern die Translation apoptoseassoziierter Proteine in
HT1080 Zellen.

4.5.1.1 Ergebnisse fur ausgewahlte Gene/Proteine

Unten stehende Abbildungen zeigen reprasentative Ergebnisse des Western
Blot fur ausgewahlte Gene/Proteine (Abb. 20-25).

NFKBIA/IkB-a

Die sowohl in MA als auch in der rtPCR gefundene, ausgepragte
Hochregulation von NFKBIA durch TRD, TRAIL und ihre Kombination —
dabei starker durch TRD bzw. TRD+TRAIL als durch TRAIL allein — stellte

sich auch im WB dar.

NFKBIA/IkB-a

s, 50 kDa
-— _4‘

37 kDa

NaCl TRD Trail 1T M NaCl TRD Trail TT

2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h
Abb. 20: Western Blot, NFKBIA/IkB-a
M = Marker
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GADD45A

GADDA45A zeigte sich im MA mehr als zweifach hochreguliert durch TRD und
TRD+TRAIL im Vergleich zur Kontrolle und zu TRAIL als Einzelsubstanz. In
der rtPCR stellte sich dies noch ausgepragter dar, im WB fand sich die

Tendenz wieder.

GADD 45A
L | l'i
- - s j
& :
NaCl TRD Trail TT M NaCl TRD  Trall TT
2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h
Abb. 21: Western Blot, GADD45A
M = Marker
GADD34/ PPP1R15A

Sowohl im MA als auch in der PCR zeigte sich GADD34 mehr als zweifach
hochreguliert durch TRD+TRAIL im Vergleich zur Kontrolle und zu TRAIL
allein, und ebenfalls deutlich hochreguliert durch TRD allein im Vergleich zur
Kontrolle. Der Western Blot (WB) ergab ein vergleichbares Bild nach 2 und

ausgepragter nach 4 Std.

GADD34/PPP1R15A

75 kDa

NaCl TRD Trail T M NaCl TRD Trail TT

2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h
Abb. 22: Western Blot, GADD34/ PPP1R15A
M = Marker
BIRC3/c-IAP-2

MA und rtPCR ergaben fur BIRC3 bei Behandlung mit TRD+TRAIL im

Vergleich zur Kontrolle und zu TRAIL allein eine mehr als zweifache
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Herunterregulation, im WB zeigte sich dies nicht eindeutig. Die
Hochregulation durch TRAIL allein im Vergleich zur Kontrolle fand sich
hingegen im WB wieder. Fir TRD allein hatte nur die rtPCR eine
Herunterregulation gezeigt, im WB fand sich diese nach 4 Std. zumindest in

der Tendenz wieder.

BIRC3 / c-IAP2

75 k Da

- -—--\

M NaCl TRD Trail TT NaCl TRD  Trail 1T
2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h
Abb. 23: Western Blot, BIRC3/c-IAP-2
M = Marker

MAP3K14/ NIK

Fir MAP3K14 zeigte sich im WB eine in tPCR und MA nicht gesehene
Herunterregulation durch TRAIL als Einzelsubstanz nach 2 und 4 Std. Die
deutliche Herunterregulation durch TRD allein in MA und rtPCR fand sich
hingegen nicht wieder. Die festgestellte Herunterregulation durch die
Kombination TRD+TRAIL ergab sich jedoch auch im WB nach 4 Std.

MAP3K14 / NIK
250 k Da

e _: 1 3

i
M NaCl TRD Trail TT NaCl TRD Trail TT
2h 2h 2h 2h 4h 4h 4h 4h

Abb. 24: Western Blot, MAP3K14/ NIK
M = Marker
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ARHGDIA/ Rho GDla

MA und rtPCR erbrachten entgegengesetzte Ergebnisse fur die
Expressionsveranderung von ARHGDIA durch TRD (MA |, PCR 1) und
TRAIL (MA 1, PCR |) als Einzelsubstanzen im Vergleich zur Kontrolle. Im
WB zeigte sich eine Hochregulation durch die Einzelsubstanzen nach 4 Std.
Die Kombination TRD+TRAIL ergab in der Genexpression jeweils eine
Hochregulation, allerdings in unterschiedlichem Ausmal. Diese fand sich im

WB wieder, sowohl nach 2 als auch nach 4 Std.

ARHGDIA / Rho GDla

=45 50 kDa
— — - 37 kDa

NaCl TRD Trail TT M NaCl TRD Trail TT

2h  2h 2h  2h 4h 4h 4h 4h
Abb. 25: Western Blot, ARHGDIA / Rho GDI a
M = Marker
4.5.1.2 Fazit

Die Resultate fir NFKBIA und GADD34 korrespondierten in hohem Malie mit
den Daten aus PCR und Microarray. Fur ARHGDIA und MAP3K14
korrespondierten die Ergebnisse fur die Kombination TRD+TRAIL gut mit
vorhergehenden Resultaten bei teilweisen Abweichungen flr die
Einzelsubstanzen. Fur die Ubrigen Proteine (GADD45A, BIRC3) zeigte der

Western Blot dieselbe Tendenz.

4.6 Beeinflussung der NFkB-Signalkaskade
durch TRD und TRAIL

FUr den Versuch wurde Zellkernextrakt aus HT1080 Zellen gewonnen, die
zuvor fir 4 Std. mit den Wirk- und Kontrollsubstanzen inkubiert worden
waren. Im ELISA wurde die Aktivitdt von NFkB-Untereinheiten (p50, p52,

p65, c-Rel, RelB) durch relative Quantifizierung bestimmt.
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4.6.1 Ergebnisse fur ausgewahlte Untereinheiten
TRAIL zeigte keinen Effekt auf p50, wahrend sich die Aktivitat durch TRD

leicht und nach Kombinationsbehandlung etwas deutlicher gesteigert zeigte.

Noch ausgepragter lie} sich dies flr p65/RelA beobachten, dessen Aktivitat
durch TRAIL etwas, durch TRD deutlich und am starksten durch die
Kombination gesteigert wurde. Im Gegensatz dazu zeigte sich p52 durch
TRAIL leicht supprimiert, durch TRD und die Kombination noch deutlicher.
Das Gleiche gilt fir RelB, dessen Aktivitdt TRAIL, deutlicher noch TRD und
die Kombination, verringerten. Die Ergebnisse fur c-Rel fielen insofern aus
diesem Schema heraus, als dass sich fur TRD kein Effekt zeigte, TRAIL die
Aktivitat der Untereinheit verminderte und die Kombination sie dem entgegen

verstarkte.

Abb. 26 zeigt exemplarisch die Ergebnisse des ELISA fur Rel-B und
p65/RelA einschlieBlich Standardabweichung aus drei unabhangigen

Messungen, alle weiteren Daten zeigen Tab. A23 und Abb. A11.

a) b) Re8

4
[ 0M
LR
08|
i
04 |
L]
03 |}
L]
0z | |
]
01 f I [H] I l
o* 4 L
TT MaCl TRE Trall T

NaCl TRD Teail

Abb. 26: NFKB-ELISA

Ergebnisse flir p65/RelA (a) und RelB (b) nach 4-stlindiger Inkubation mit TRD 250
pmol/l, TRAIL 50 ng/ml, TRD 250 pmol/l + TRAIL 50 ng/ml und NaCl (Kontrolle)

4.6.2 Fazit

Wenngleich  die  Veranderungen  durch Einzelsubstanzen und
Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Kontrolle nicht signifikant waren,
fielen die Veranderungen durch TRD und TRAIL/TRD stets deutlicher aus als

jene durch TRAIL als Einzelsubstanz.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit sollte geklart werden, ob Taurolidin und rekombinantes
TRAIL/Apo-2L in Kombination einen neuen Therapieansatz zur Behandlung

des menschlichen Fibrosarkoms darstellen konnen.

5.1 Studienaufbau
5.1.1 Auswahl der Zelllinie

Als kleine Entitdt innerhalb einer Gruppe seltener Tumore gehort das
Fibrosarkom zu den wenig erforschten Neoplasien. Die Verschiedenheit der
Weichgewebssarkome untereinander und die Seltenheit der einzelnen
Subtypen erschweren die Entwicklung spezifischer Therapiestrategien [12],
so ist das Spektrum wirksamer Behandlungsmdglichkeiten, insbesondere
fortgeschrittener Stadien, nach wie vor sehr begrenzt. Erganzende und
alternative  Behandlungsverfahren zur Resektion — Radiatio und
Chemotherapie eingeschlossen — vermochten das langfristige Outcome der
Patienten bislang nicht zufriedenstellend zu verbessern ([93] u.a.).

Trotz ihrer Seltenheit sind immerhin 2.000-3.000 Menschen pro Jahr in
Deutschland von Weichgewebssarkomen betroffen, das Fibrosarkom
darunter eines der haufigeren. Die Suche nach neuen Moglichkeiten zur
Behandlung und Kontrolle von Weichgewebssarkomen und dem

Fibrosarkom im Speziellen erscheint also notwendig und sinnvoll.

Die 1974 erstmals beschriebene [173] humane Fibrosarkomzelllinie HT1080
ist in zahlreichen Studien verwendet worden und ihre Kultivierung und
Verwendung zur Evaluation apoptotischer Vorgange etabliert (z.B. [116]).
Das Ansprechen der Zelllinie auf Behandlung mit TRAIL oder TRD als
Einzelsubstanz ist bislang nicht untersucht worden, es gibt aber zahlreiche
Hinweise, dass andere Sarkome eine Sensibilitat gegentuber TRAIL besitzen
[61, 85, 110, 116, 222].
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5.1.2 Auswahl der Testsubstanzen
5.1.2.1 TRAIL

Die apoptoseinduzierende bzw. proliferationshemmende Wirkung von

rekombinantem TRAIL auf zahlreiche maligne Zelllinien in vitro [7, 49, 76,
198, 231-232] und in vivo [6-7, 64, 72, 103, 116, 130-132, 138, 179, 246,
252] ist wiederholt dargestellt worden. Durch Kombination mit Zytostatika und
ionisierender Strahlung konnten synergistische Effekte und
Resensibilisierung gering chemosensibler bzw. TRAIL-resistenter Zellen
erreicht werden [17, 32, 117, 223] — wahrscheinlich durch verstarkte DR-
Expression, vereinfachte DISC-Formation und andere Mechanismen. Eine
Reihe aktueller Berichte deuten TRAIL auch als effektiv in der Behandlung
von Sarkomen, insbesondere bei Kombinationsbehandlung (z.B. [222]).
Vermutlich ist TRAIL in der Tumortherapie am effektivsten in Kombination mit
zusatzlichen Verfahren einsetzbar [117]. Das Fehlen systemischer
Nebenwirkungen und toxischer Effekte auf Normalgewebe macht TRAIL
dabei zu einem Vvielversprechenden Mittel [7, 115]. Aufgrund der
beobachteten Toxizitat einiger TRAIL-Varianten auf Hepatozyten u.a. [96,
115] erscheint das Anstreben einer moglichst niedrigen Dosierung — z.B.

durch Kombination mit anderen Substanzen — dennoch sinnvoll.

5.1.2.2TRD

Wie zuvor erwahnt, hat TRD weder kurz- noch langfristig eine toxische
Wirkung, besitzt aber das Potential, Apoptose in einer Reihe von malignen
Zellen zu induzieren (vgl. Tab. A6), darunter verschiedene Osteosarkom-
Zelllinien [235]. Neben zytotoxischen Effekten (z.B. [27]) kann TRD
Proliferation und Wachstum maligner Zellen herabsetzen (z.B. [178]), die
Adhéasion hemmen (z.B. [142, 201]) und Metastasenbildung vorbeugen [92].
Aulerdem vermag es Mesotheliomzellen fir Cisplatin zu sensibilisieren
[152]. Interessanterweise wurde auch gezeigt, dass TRD die Toxizitat von
TNF in vivo reduziert, ohne dessen Anti-Tumor-Wirkung zu verringern [134].
Dies geschieht vermutlich nicht durch Interferenz mit TNF selbst, sondern mit

dessen nachgeschaltetem Signaltransduktionsweg, weitestgehend derselbe
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wie fur TRAIL [124]. Dies pradestiniert TRD fur einen gemeinsamen

Behandlungsversuch mit TRAIL.

In neueren Studien ist der gemeinsame Einsatz von TRD und TRAIL an
Osophagus- und Kolonkarzinomzellen untersucht und eine synergistische
Wirkung festgestellt worden [34, 42].

5.1.3 Fazit

Soweit der Autorin bekannt, wurde die Wirkung von TRD oder der
Kombination von TRAIL und TRD auf Weichgewebssarkome noch nicht
untersucht. Dem effektiven Einsatz bei anderen Zelllinien zufolge
entschieden wir uns fur den Versuch einer Behandlung humaner HT1080

Fibrosarkomzellen mit TRD, TRAIL und der Kombination beider Substanzen.

5.2 Ergebnisse fur Apoptoseinduktion und

Proliferationshemmung

5.2.1 Induktion von Apoptose und Nekrose
5.2.1.1 Auswahl der Methoden

Die Durchflusszytometrie hat sich bereits in vorhergehenden Studien als

praktikable und valide Methode zur Detektion und Quantifizierung
apoptotischer Vorgange in Tumorzellen erwiesen, z.B. nach Einwirken von
TRD [27, 180] oder TRAIL [116]. Die Translokation von PS auf die
AuRenseite der Zellmembran ist ein frihes Ereignis der Apoptose und kann
durch das PS hoch affin bindende Protein Annexin-V [227] verlasslich
detektiert werden. Durch Kombination mit geeigneten Farbungen wie Pl ist

auch die Differenzierung zwischen Apoptose und Nekrose mdglich [227].
Extensive DNA-Fragmentierung  durch Endonukleasen ist ein

Charakteristikum spater Apoptosestadien. In den resultierenden Einzel-

strangbrichen konnen die freigelegten 3'OH-Gruppen durch enzymatischen
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Anbau fluoreszenzmarkierter Digoxigenin-Nukleotide (dUTP) gekennzeichnet
(TUNEL) und unter dem Fluoreszenzmikroskop sichtbar gemacht werden
[196]. Wir nutzten diese gut etablierte Methode zur qualitativen Validierung
der Ergebnisse aus der Durchflusszytometrie und Evaluation spater

Apoptosestadien.

5.2.1.2 Dosisfindung

Die Dosisfindung  geschah in  zwei  Versuchsreihen mittels

Durchflusszytometrie, um Dosis- und Zeitabhangigkeit parallel aufzuzeigen.
Die bisherige Auswahl der in Studien verwendeten TRD-Dosen reicht von 0,1
pmol/l bis 14 mmol/l, haufig verwendet wurden Konzentrationen von 10-200
pmol/l [92]. Die Dosen mit dem starksten apoptoseinduzierenden Effekt
rangierten je nach untersuchter Zellart zwischen 9,6 pmol/l und 2,5 mmol/l.
Die Inkubationszeiten variieren ebenfalls: 1-96 Std. [92]. Ahnliches gilt fur
TRAIL, das in bisherigen Studien in Konzentrationen zwischen 2 ng/ml und 1
Mg/ml  eingesetzt wurde - besonders haufig 10-100 ng/ml — bei
Inkubationszeiten von wenigen Minuten bis zu 48 Stunden [108, 200]. Meist
stellten sich dabei hohe Dosen auch als besonders effektiv heraus.

Wir wahlten daher zunachst ein moglichst breites Dosis-Spektrum fur beide
Substanzen. TRAIL 50 ng/ml erwies sich in den Versuchen zur Dosisfindung
als die niedrigste Einzeldosis, die Apoptose, jedoch keine signifikante
Nekrose induzierte, TRD 250 umol/l zeigte als Einzeldosis die hochste Rate
an Apoptose und reduzierte am effektivsten die Zahl vitaler Zellern — daher
wurden diese Konzentrationen (einzeln bzw. in Kombination) fir die

folgenden Versuche ausgewahlt.

5.2.1.3 Ergebnisse fiur TRAIL als Einzelsubstanz

Es konnte gezeigt werden, dass TRAIL als Einzelsubstanz erfolgreich

apoptotischen Zelltod in HT1080 Fibrosarkomzellen induziert. Die Effekte
sind dosis- und zeitabhangig. Interessanterweise bewirkten niedrigere Dosen
(z.B. 10 ng/ml) eine langsame, eher ineffektive Apoptoseinduktion, wahrend
héhere Dosen (z.B. 100 ng/ml) rasch zum endgiiltigen Zelltod flhrten (vgl.
5.2.1.6). Bemerkenswert ist, dass die Wirkung durch TRAIL 50 ng/ml sich

ahnlich stark wie hdhere Dosen zeigte, jedoch langer anhielt und signifikant
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weniger zu Nekrose fuhrte (p < 0,005) — dies konnte ein fur die nachhaltige
Reduktion von Tumormasse in vivo gunstiger Effekt sein.

Die Sensitivitat gegentber TRAIL wurde mit der Aktivitat unterschiedlicher
intrazellularer Proteine, z.B. der Kaspasen [252] in Zusammenhang gebracht.
Im Uberblick tber die Datenlage scheinen die Ergebnisse relativ
zelltypspezifisch zu sein. Die Wirkmechanismen von TRAIL betreffend, wird
gemeinhin angenommen, dass TRAIL Apoptose in malignen Zellen p53-
unabhangig [117] Uber den extrinsischen Pathway [242] induziert, und zwar
spezifisch Uber DR [108]. Diese wiederrum sind fur die Wirksamkeit von
TRAIL notwendig, aber nicht ausreichend [109, 205]. In der Literatur finden
sich aulerdem Hinweise fur eine Abhangigkeit vom mitochondrialen Pathway
in einigen Zellen [154]. Die Beteiligung von Kaspase-10 (Cas-10) sowie
Mitgliedern der Bcl-Proteinfamilie ist kontrovers diskutiert worden [117]. Shin
et. al vermuteten, dass die PKCK2-regulierte Aktivierung von Pro-Kaspase-2
(Cas-2) eine Schlisselrolle in der DR-vermittelten Apoptose spielt [200].
Nicht zuletzt scheint die Aktivitdt von NFkB gewichtigen Einfluss auf die
Apoptoseinduktion durch TRAIL zu haben [117], zahlreiche weitere Ansatze

sind daruber hinaus untersucht worden (vgl. Tab. A5).

5.2.1.4 Ergebnisse fiir TRD als Einzelsubstanz

TRD als Einzelsubstanz induziert dosis- und zeitabhangig Apoptose und
Nekrose in HT1080 Fibrosarkomzellen. Dies steht in Analogie zu bisherigen
Beobachtungen der Effekte von TRD auf Tumorzellen ([27, 128, 180] u.a.).
Das Muster der Dosisabhangigkeit mit maximaler Wirksamkeit bei mittlerer
Konzentration — hier 250 ymol/l — ist zum Teil auch von anderen Autoren
beschrieben worden: [27, 78, 178] — zuletzt in einer aktuellen Studie an
HT1080 [35]. Insgesamt stehen die Funde flr Fibrosarkome also in Einklang
mit bisherigen Studien zur Wirkung von TRD.

Unterschiedliche Mechanismen sind flr die Apoptoseinduktion durch TRD
diskutiert worden (vgl. Tab. A6), beispielsweise die Induktion verschiedener
Signaltransduktionswege, Kaspasen-abhangig ([27, 235] u.a.) und -
unabhangig [180]. TRD scheint auflerdem die Expression des Rezeptors Fas
und die Bildung intrazellularer Sauerstoffradikale zu fordern, ein additiver
Effekt durch Gabe von Fas-Ligand bzw. Protektion durch den Radikalfanger
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N-Acetylcystein war nachweisbar [35, 92, 152, 180, 210]. Auch die
veranderte Expression von Molekllen der Zelloberflache wurde in Betracht
gezogen [27, 180]. Verstarkter Efflux von Cytochrom-C wurde regelmafig
beobachtet, ist aber offenbar nicht in jedem Zelltyp essentiell fir die
Apoptoseinduktion [78, 180]. Inhibition von Bcl-2 und vermehrte Spaltung von
PARP scheinen hingegen eine zentrale Rolle zu spielen [27, 44, 78, 178].
TRD inhibiert auRerdem die Proteinsynthese in einem frihen Stadium [21,
24], Braumann et al. fihren die Apoptoseinduktion in Kolonkarzinomzellen
auf diese Wirkung zurlck [21]. Andere Translationsinhibitoren induzieren
isoliert keine Apoptose [183], fur synergistische Effekte — z.B. mit TRAIL —

konnte die Translationsinhibition durch TRD aber eine wichtige Rolle spielen.

5.2.1.5 Ergebnisse fur die Kombination von TRD und TRAIL

Kombination der Wirksubstanzen potenzierte die zytotoxischen Effekte der

Einzelsubstanzen. Synergismus in der Reduktion vitaler Zellen konnte
korrespondierend mit Studien [34, 42] an anderen Zelllinien hier fir humane
Fibrosarkomzellen dargestellt werden. Die Apoptoseinduktion zeigte sich
durch die Substanzkombination vor allem in ihrer Kinetik verandert: ein
signifikanter quantitativer Zugewinn in der Apoptoseinduktion bestand nach 6
Stunden, nicht aber zu spateren Zeitpunkten. Die Effekte traten also deutlich
rascher zutage. Fur die klinische Anwendung ist dies wahrscheinlich von
Vorteil, da die Wirksubstanzen im Organismus nur fur kurze Zeit verfugbar
sind, also schnell wirken mussen. TRD beispielsweise besitzt eine
Halbwertszeit von 2 Stunden [21] und scheint in wassriger Umgebung rasch
abgebaut zu werden [27]. Andererseits erlauben geringe Halbwertszeiten
hohe initiale Wirkstoffspiegel bei nur geringer Gefahr toxischer

Nebenwirkungen und Akkumulation.

Zahlreiche Studien haben additive und synergistische Effekte fur die
Kombination von TRAIL mit herkdmmlichen Therapieverfahren gezeigt ([17,
117], vgl. Tab. A5). Fur die synergistische zytotoxische Wirkung von TRAIL
und TRD kommen eine Reihe mdglicher Erklarungsansatze infrage. So ist
die Sensibilisierung fur TRAIL-vermittelte Apoptose in anderen Studien durch

Hemmung der Proteinsynthese mittels verschiedener Translationsinhibitoren
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ausfuhrlich untersucht worden [183]. TRD hemmt wie bereits erwahnt die
Translation in einem frihen Stadium [21, 24]. Auch die Inhibition von NFkB
begunstigt Apoptoseinduktion durch TRAIL [98, 102]. TRD wiederrum
inhibiert NFkB durch Oxidation von IkBa am Met45 [194]. Bereits erwahnt
wurde die toxizitdtsmindernde Wirkung von TRD bei gemeinsamer
Anwendung mit TNF, die durch Modulation der nachfolgenden
Signalkaskade zustande kommt [124, 134], welche ihrerseits dem TRAIL-
induzierten Pathway gleicht. TRD bewirkt weiterhin direkt und selektiv den
Tod bestimmter maligner Tumorzellen durch Fas- und FasL-Induktion [92]
sowie verstarkte Kreuzvernetzung von Fas [69]. Bei Kombination von TRD
mit TRAIL wurde eine korrespondierende Hochregulation von endogenem
TRAIL und FADD in Osophaguskarzinomzellen beobachtet [42]. Additive
Effekte durch Induktion unabhangiger Signalwege durch die Substanzen sind
zusatzlich denkbar. Insgesamt haben bisherige Studien sehr unterschiedliche
Mechanismen zur Wechselwirkung von TRAIL bzw. TRD mit anderen
Substanzen aufgedeckt, wir entschieden uns daher, zunachst Gen- und

Proteinexpression genauer zu untersuchen.

5.2.1.6 Nekrose — eine kritische Evaluation

Fir die Kombination von TRD und TRAIL konnte Synergismus in der
zytotoxischen Wirksamkeit dargestellt werden, die Effekte beruhten dabei
weniger auf verstarkter Apoptose- als vielmehr Nekroseinduktion. Dies ist in
Bezug auf klinische Einsetzbarkeit durchaus kritisch zu betrachten, da
nekrotischer Zelltod zumeist ungewollte Inflammationsreaktionen zur Folge
hat. Andererseits besitzt die Nekrose ebenso wie Apoptose das Potential,
Tumorzellen zu vernichten. In einer aktuellen Studie wurde dartber hinaus
erstmals ein moglicher Zugewinn der durch Nekrose verursachten
Inflammation fir die Tumorregression diskutiert [170]. Aus dem
experimentellen Ansatz ergibt sich auflerdem eine einfache Erklarung:
Wahrend in vivo apoptotische Zellen und Zellfragmente phagozytiert werden,
solange ihre Membranen noch intakt sind, ereignet sich in vitro das
Phanomen der sogenannten sekundaren Nekrose. Da keine Phagozytose
stattfinden kann, schwellen die Uberreste der apoptotischen Zellen

schlussendlich an und rupturieren — dieser Prozess ist von primarer Nekrose
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mittels Durchflusszytometrie oder TUNEL-Methode nicht differenzierbar [13].
Da insbesondere die Kombinationstherapie sehr rasch Apoptose induziert,
wurden moglicherweise Uberwiegend spate Stadien mit bereits beginnender
sekundarer Nekrose erfasst. Ergebnisse anderer Studien zur Nekrose-
induktion durch die hier verwendeten Wirkstoffe variieren: Einige Zelltypen
reagierten auf TRD kaum mit Nekrose [180], andere taten dies dosis-
abhangig [128] — analog zu unseren Versuchen. Die Effekte scheinen
letztlich  zelltypspezifisch zu sein. Zielgerichtete Untersuchung der
Wirkmechanismen sowie Evaluation in vivo werden zur weiteren Klarung

beitragen.

5.2.2 Morphologische Veranderungen/Adhasionsverhalten
Qualitative Beobachtung der Morphologie und des Adhasionsverhaltens der
Fibrosarkomzellen erfolgte parallel zu den Versuchen in der
Durchflusszytometrie.

Die nach Inkubation mit TRD lichtmikroskopisch beobachteten
Veranderungen der Zellmorphologie gleichen klassischen Charakteristika
apoptotischer Zellen [106, 244] und sind in vorhergehenden Studien analog
beschrieben worden ([27, 78, 180] u.a.), ebenso wie das Lésen von Zell-Zell-
und Zell-Matrix-Kontakten [201, 235]. Antiadhasive Effekte von TRD sind
bereits bekannt [27, 69, 180]. TRD setzt die Expression von Integrinen und
Cadherinen in Kolonkarzinomzellen herab und verringert Tumorwachstum
und Auftreten von Metastasen gleichermalien [15]. Mdglich ist auch ein
Zusammenhang mit Expressionsveranderungen des Gens ARHGDIA, das
mit der Inhibition eines fur Zellmotilitdt und -wachstum von HT1080 Zellen
verantwortlichen Proteins in Verbindung gebracht wird [45, 153, 245] (vgl.
5.3.1.4). Vorgreifend ist zu sagen, dass die hier dargestellten Ergebnisse
eine erhdhte Plasmakonzentration fur ARHGDIA nach Behandlung mit TRD
plus TRAIL zeigen. Auch zur NFkB-abhangigen Expression von

Adhasionsmolekulen [60] kdnnte eine Verknupfung bestehen.
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5.2.3 Proliferationshemmung

Zellvitalitat sagt per se noch nichts uber den Anteil sich aktiv teilender — also
proliferierender — Zellen aus. Um mogliche hemmende Effekte von TRD und
TRAIL auf die Proliferation von HT1080 genauer zu evaluieren, fuhrten wir

deshalb einen Zellproliferations-ELISA mittels BrdU durch.

5.2.3.1 Methode

Der Zusammenhang von Zellteilung und DNA-Synthese gestattet die

Messung der Zellproliferation — oder deren Hemmung — in einer Probe
anhand des Einbaus markierter Nukleotide wahrend der Replikation; eine seit

vielen Jahren erfolgreich genutzte Methode (z.B. [128]).

5.2.3.2 Ergebnis

Sowohl die Wirksubstanzen allein, als auch ihre Kombination bewirkten eine

effektive Hemmung der Proliferation von HT1080 Zellen. Der Effekt durch
Kombination der Substanzen war nicht signifikant gro3er als der von TRD
allein (p = 1,0), aber signifikant groRer als der von TRAIL allein (p < 0,001).
Es sollte angemerkt werden, dass TRD die Proliferation allein bereits so stark
supprimierte — verglichen mit der Negativkontrolle (Blank) — dass eine
Verstarkung durch Zugabe von TRAIL im Sinne eines Synergismus rein
rechnerisch keine Signifikanz hatte erreichen kénnen.

Insgesamt korrespondieren die Funde mit denen anderer Arbeiten, welche
den proliferationshemmenden Effekt von TRD auf andere Zelllinien
demonstrierten und verschiedene Wirkmechanismen vorschlugen: Fur TRD
wurde beispielsweise gezeigt, dass es direkt das Wachstum von
Kolonkarzinomzellen hemmt — in vitro und in vivo [15, 91] und
proliferationsfordernde Zytokine supprimiert [11]. Die ebenfalls beschriebene
Wachstumshemmung durch TRD via Inhibition der Tumorangiogenese spielt
vermutlich eher flr in-vivo Modelle eine Rolle [92, 210]. Das Doxorubicin-
Analogon DA-125 hingegen verringert die Proliferation von HT1080
Fibrosarkomzellen durch Beeinflussung der NFkB-abhangigen
Signaltransduktion [159]. Ein Zusammenhang mit der Expression von

ARHGDIA - ein bereits unter 5.2.2 erwahntes Gen, welches ein wachstums-
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forderndes Protein in HT1080 Zellen inhibiert [45, 153, 245] — ist denkbar,
auch die fur TRD nachgewiesene Translationshemmung spielt
moglicherweise eine Rolle [21]. Diese Zusammenhange sollen im Folgenden

naher beleuchtet werden.

5.2.4 Fazit
Wir stellten in dieser Arbeit bisher die Wirksamkeit von TRD und TRAIL — als

Einzelsubstanz sowie in Kombination — auf HT1080 Fibrosarkomzellen
hinsichtlich Apoptoseinduktion und Proliferationshemmung fest und gaben
einen Ausblick auf mdgliche Wirkmechanismen, darunter die Induktion von
und Interferenz mit Signaltransduktionswegen durch TRD und TRAIL [21, 27,
78, 117, 143, 178, 180, 235, 242]; aullerdem vermehrte Bildung
intrazellularer Sauerstoffradikale [35, 92, 152, 180, 210], veranderte
Expression von Molekulen der Zelloberflache [27, 180] und Veranderungen
der Proteinsynthese [21, 24] durch TRD. Als Ansatze zur Erklarung der
synergistischen Effekte besprachen wir darUber hinaus die Verstarkung
TRAIL-vermittelter Apoptoseinduktion durch verschiedene Ko-Mechanismen
wie Hemmung der Translation [183] und Inhibition von NFkB [98, 102] —
welche unter anderem durch TRD vermittelt werden konnen [21, 24, 194].
Mogliche Verbindungen zur (synergistischen) Inhibition des Zellwachstums
ergeben sich auch auf Ebene der Genexpression [34, 45, 153, 245]. Ebenso
ist ein Zusammenhang Uber den Transkriptionsfaktor NFkB denkbar —

sowohl flr Apoptoseinduktion [117] wie auch Hemmung der Proliferation [60].

5.3 Mechanismen der Apoptoseinduktion und

Proliferationshemmung

Nach aktueller Datenlage ist davon auszugehen, dass die
apoptoseinduzierenden Effekte von TRAIL und insbesondere TRD nicht auf
einen einzigen Mechanismus zurtckgefihrt werden kdénnen [35, 92].
Prinzipiell kommen zwei Wege infrage: einerseits Suppression anti-

apoptotisch  wirksamer Faktoren, andererseits Hochregulation pro-
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apoptotischer [46]. Dabei kann eine Signalkaskade auf unterschiedlichen
Ebenen reguliert sein [233]: durch direkte Beeinflussung von Effektor-
Proteinen oder Expressionsveranderung entsprechender  Gene.
Beispielsweise wurde gezeigt, dass Uberexpression von X-linked inhibitor of
apoptosis protein (XIAP) in Tumorzellen Resistenz gegen TRAIL bedingt,
bzw. dass eine Sensibilisierung fur TRAIL auf Ebene der DISC-Formation,
namlich durch veranderte Level des anti-apoptotischen Proteins c-FLIP,
stattfindet [233]. Dass TRD und TRAIL als Einzelsubstanzen und auch in
Kombination die Expression apoptosebezogener Gene verandern kdnnen, ist
bereits demonstriert worden [42]. Wir konzentrierten uns zunachst auf
mdgliche Veranderungen der Genexpression in den untersuchten Zellen als

Grundlage der beobachteten Effekte.

5.3.1 Modulation der Genexpression und Translation

5.3.1.1 Methoden und Auswahl der untersuchten Gene

Im Gegensatz zur Real-time-PCR bieten sog. Microarrays den Vorteil, ein
Expressionsprofil von mehreren tausend Genen gleichzeitig erstellen zu
konnen. Der fur diese Arbeit verwendete high density Oligonukleotid-
Mikroarray beispielsweise deckt 54.000 Probesets und ca. 38.500 Gene bzw.
Transkripte ab, aus denen wir eine Reihe mit Relevanz fur die apoptotische
Signaltransduktion auswahlten. Dass der Einsatz solch Bioinformatik-
gestutzter Methoden sinnvoll bei der Identifikation von Genen im
Zusammenhang mit Chemosensitivitdt von Tumorzellen ist, wurde zum
Beispiel von Nakatsu et al. gezeigt [141].

Von allen im Microarray gefilterten und verlasslich gemessenen Probesets
wahlten wir vor allem solche zur naheren Betrachtung aus, die eine
deutliche, das heildt mehr als zweifach veranderte, Expression anzeigten. Zur
anschlieBenden Proteindifferenzierung und -quantifizierung fuhrten wir
Western Blots mit vorangehender SDS-Gelelektrophorese durch, eine sehr

gut etablierte und vielfach verwendete Methode.
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5.3.1.2 Ergebnisse zur Genexpression im Uberblick

Wie den Ergebnissen der Durchflusszytometrie zufolge erwartet, zeigte sich
im Microarray die Expression diverser Gene mit Verbindung zum
apoptotischen Signalweg verandert. Die Kombination der Wirksubstanzen
fuhrte dabei teilweise zu verstarkten oder auch entgegengesetzten
Expressionsveranderungen verglichen mit den Einzelsubstanzen. Das Profil
der Genexpression lasst insgesamt eine kleine Zahl Gene erkennen, deren
Expression sich mehr als zweifach verandert zeigte. Ausgewahlte davon
werden im Folgenden besprochen. Daten zu den nicht abgehandelten Genen
sind in Tab. A24 (Funktionen) bzw. Tab. A19-20 (Expressionsanderungen)

zusammengefasst.

5.3.1.3 Ergebnisse zur Translation im Uberblick

Entsprechende Parallelen lieRen sich auf Protein-Ebene nachweisen. Die
Tatsache, dass die Ergebnisse des Western Blots nach einer Inkubationszeit
von 4 Std. tendenziell besser mit den Daten der Genexpressionsanalyse
korrelieren als nach 2 Std., ist moglicherweise der Tatsache geschuldet, dass
die entsprechenden Proteine erst mit einer gewissen Latenz zur
Transkription im Zytoplasma nachweisbar werden. Darlber hinaus wurde fir
TRD gezeigt, dass es die Translation — nicht aber die Transkription — in
einem frlhen Stadium blockieren kann [21], unter Umstanden eine weitere

Erklarung fur die beobachtete Latenz.

5.3.1.4 Ergebnisse im Detail

(vgl. Ergebnisse — Tab. 18: Microarray, Veranderung der Genexpression)

In HT1080 Fibrosarkomzellen induziert TRAIL als Einzelsubstanz eine mehr
als zweifache Hochregulation dreier Gene (ARHGDIA, NFKBIA, TNFAIP3) im
Vergleich zur Kontrolle:

NFKBIA (IkB-a) kodiert fur ein Protein der IkB-Familie, welches den
proliferationsfordernden Transkriptionsfaktor NFkB im Zytoplasma bindet
[202], und zwar vor allem p65 in p65/p50-Heterodimeren, deren Bindung ans
kB-Motiv es verhindert [79]. IkBa ist das vorherrschende IkB in den meisten

Zellen, gebunden an RelA:p50 [148]. Charakteristisch ist die schnelle
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Aktivierung von NFkB innerhalb weniger Minuten nach Stimulation, da das
funktionsfahig vorliegende Protein lediglich von seinem Inhibitor abgespalten
werden muss. Da die Aktivitdt von NFkB selbst mit Proliferation und
Invasivitat maligner Zellen korreliert [28, 159-160], wird dem Inhibitor eine
tumorsuppressive Wirkung zugeschrieben [9]. Durch Transfer eines
modifizierten IkBa und konsekutiver NFkB-Inhibition konnten resistente
Tumorzellen fur eine Chemotherapie sensibilisiert werden [236]. Mutationen
von I|kBa sind wiederum an der Ausbildung von Hodgkin-Lymphomen
beteiligt [26].

Far NFKBIA wurde sowohl nach Behandlung mit TRAIL sowie mit TRD und
der Kombination beider eine mehr als zweifache Uberexpression von
NFKBIA auf Gen- und Proteinebene gefunden. Ahnliches konnte bereits an

Osophaguskarzinomzellen gezeigt werden [42].

Diverse Wege der zellularen Signaltransduktion, auch mit dem Zellwachstum
assoziierte, werden grundlegend von sogenannten small GTP-binding
proteins beeinflusst. GTP-gebunden sind sie aktiv, GDP-gebunden inaktiv.
Der Wechsel zwischen beiden Formen wird durch regulatorische Proteine
veranlasst — einige erhdhen die Dissoziationsrate von GDP, andere
vermindern sie: sog. GDIs (GDP-dissociation inhibitors). Zu Letzteren gehort
auch Rho-GDla (ARHGDIA) [19, 77]. Rho-GDla inaktiviert unter anderem
RhoA — ein GTP-bindendes Protein und wichtiger Regulator des Zytoskeletts,
der Zelladharenz und -motilitat, welcher mit dem Vorkommen von
Metastasen bei verschiedenen Tumoren in Verbindung gebracht wird [45,
153]. In HT1080 Zellen sind hohe Plasmaspiegel von Rho-GTP beobachtet
worden. Die Hemmung von Rho durch Fasudil, ein Inhibitor der Rho-Kinase,
fuhrt in diesen Zellen zu Herabsetzung von Tumormotilitdt und -wachstum
[245]. Durch Doxorubicin wird ARHGDIA in HT1080 Zellen supprimiert [118],
durch TRAIL erfolgte hier eine mehr als zweifache Hochregulation der
Expression, auch eine deutlich gesteigerte Plasmakonzentration des Proteins

konnte nach 4 Std. im Western Blot gefunden werden.

TNFAIP3 (TNFa-induced protein 3), das sich in unserer Studie durch TRAIL

mehr als zweifach hochreguliert zeigte — ebenfalls zuvor beim Osophagus-
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karzinom beobachtet [42] —, hemmt die NFkB-Signaltransduktion [37] und
fordert auf diesem Weg moglicherweise die Apoptose. Dem entgegen wurde
fur TNFAIP3 auch gezeigt, dass es die TNF-vermittelte Apoptose und

Nekrose vermindert [80]; sein genauer Einfluss bleibt damit unklar.

TRD als Einzelsubstanz veranderte eine noch groRere Anzahl von Genen in
ihrer Expression, davon eine Reihe mehr als zweifach (GADD45A, HSPA1A,
HSPA1B, JUN, MAP3K14, NFKBIA, SGK). So zeigte sich das Hitzeschock-
Protein HSPA1A/B in seiner Expression durch TRD sowie die Substanz-
kombination verglichen mit der Kontrolle mehr als zweifach hochreguliert.
Uberexpression dieses Proteins fiihrt zu vermehrter Chemosensitivitat von
HT1080 Zellen gegeniber Mitomycin C [141]. Die apoptoseinduzierende
Wirkung von Taxanen auf Sarkome kann durch Co-Behandlung mit STA-

4783, einem Stimulator der Expression von HSPA1A, verstarkt werden [65].

JUN (v-jun sarcoma virus 17 oncogene homologue), ein Produkt der
Aktivierung von MAP2K4, vermittelt die Apoptoseinduktion einer Reihe von
Chemotherapeutika [100, 114]. Die JNK-Transkriptionsfaktor-Kaskade wird
durch das TNF-Rezeptor-System aktiviert [129]. Auch durch TRAIL wird JUN
JNK-abhangig aktiviert [135-136] und fordert den apoptotischen Zelltod
maligner Zellen einschliel3lich Osteosarkomen [129]. Modulation der JNK-
Aktivitat hat auch in Prostatakarzinomzellen zumindest partielle Relevanz fur
die Sensitivitat gegeniber TRAIL [183], dort vermittelt durch
Translationsinhibitoren. Speziell fir HT1080 Zellen wurde gezeigt, dass die
Herunterregulation von JUN die Expression von Metalloproteinasen der
Matrix und damit die Invasivitat der Zellen verringert [172]. Diese
Herunterregulation ist madglicherweise durch Suppression der NFkB-
Aktivierung vermittelt [160]. Interessanterweise involviert die JNK-Kaskade in
grolkerem Mal} reaktive Sauerstoffspezies [3], wie sie durch TRD vermehrt
gebildet werden [152, 180]. Wir beobachteten eine Hochregulation von JUN
durch die Einzelsubstanzen und Kombinationsbehandlung, mehr als
zweifach durch TRD und die Kombination im Vergleich zur Kontrolle.
Analoge Funde in Osophaguskarzinomzellen wurden fiir TRAIL und die
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Kombination beschrieben [42]. Da fur JUN jedoch auch anti-apoptotische

Effekte gezeigt worden sind [100], bleibt seine Rolle zunachst unklar.

MAP3K14 oder NIK (NFkB-inducing kinase), als einziger Faktor durch TRD
mehr als zweifach herunterreguliert, gehort zum TNF-Signaltransduktions-
weg und aktiviert NFkB als Co-Stimulator von IKKa [30, 195]. Zur
Apoptoseinduktion muss dieser Effekt Uberwunden werden [117]. MAP3K14
reguliert die Aktivierung von NFkB Uber verschiedene Pathways [248]. Die
kurze Halbwertszeit der Kinase wird durch Wachstumssignale verlangert,
MAP3K14  akkumuliert unter diesen Bedingungen und verstarkt
moglicherweise die IKK- und damit NFkB-Aktivierung — stellt somit also einen
Vermittler zwischen Wachstums- und Entzindungssignalen dar. Die
physiologische und pathologische Bedeutung bedarf jedoch noch weiterer
Untersuchung [148]. In die Aktivierung von JNK durch TNF scheint MAP3K14
nicht involviert zu sein. Der MAPKinase-Pathway selbst kann Apoptose
bewirken, indem Gene der GADD-Familie (GADD45, GADD34) induziert
werden [188]. Im Vergleich zu TRAIL als Einzelsubstanz bewirkte auch die

Kombination eine mehr als zweifache Suppression von MAP3K14.

SGK (serum/glucocorticoid regulated kinase), fur die eine Hochregulation
durch TRD und die Kombination gefunden wurde, kann die NFkB-
Signaltransduktion anstof3en und so Apoptose verhindern [250]. Hier scheint

dieser Effekt von anderen, pro-apoptotischen iberwogen zu werden.

Der Vollstandigkeit halber soll hier nochmals NFKBIA erwahnt sein, welches
nach Behandlung mit TRD sowie auch der Wirkstoffkombination ebenfalls
mehr als zweifach hochreguliert wurde und in deutlich gesteigerter
Plasmakonzentration nachweisbar war. Zur Induktion durch TRD ist
anzumerken, dass dieses Berichten zufolge die Aktivierung von NFkB nicht
nur indirekt Uber NFKBIA hemmt, sondern auch durch direkte Interferenz
[194].

Eine gesteigerte Translation bewirkten TRD und die Kombination auch bei
dem ebenfalls bereits genannten ARHGDIA. Dies korreliert mit der

beobachteten Hemmung der Proliferation, insbesondere durch die
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Wirkstoffkombination, und ist dartuber hinaus ein mdglicher Grund fir die
Ablosung der Zellen vom Untergrund und ihre morphologischen
Veranderungen. Nicht erklart werden konnen bisher die Funde, dass sich die
Genexpression von ARHGDIA durch die Kombinationsbehandlung und durch
TRD verringerte, obgleich das Protein im Western Blot in hoheren

Plasmakonzentrationen vorzuliegen schien.

Die Kombination von TRD und TRAIL flhrte — Uber die teilweise
korrelierenden Ergebnisse mit TRD als Einzelsubstanz hinaus — zu einer
wiederum grofderen Anzahl von Genexpressionsveranderungen, davon viele
mehr als zweifach (AXL, BAGS5, BIRC3, DUSP1, GADD34, GADDA45A,
HSPA1A, HSPA1B, IRF1, JUN, MYC, NFKBIA).

Fir die Hochregulation von GADD45A — hier sowohl durch TRD und als auch
die Kombinationsbehandlung mehr als zweifach verglichen mit der Kontrolle
— wurde ein Zusammenhang mit vermehrter Apoptose und p53-
unabhangigem Arrest des Zellzyklus bei einer Reihe von Weichgewebs-
sarkomen gezeigt [254]. Wie GADD34, ein weiteres Genprodukt der GADD-
Familie, wirkt GADD45A pro-apoptotisch [188]. Es hemmt die c-Jun N-
terminale Kinase (JNK)-Kaskade sowie NFkB — Transkriptionsfaktoren, die
mit Tumorproliferation assoziiert sind [95, 114, 129, 157]. DarUber hinaus
bindet es Mediatoren der DNA-Replikation und -Reparation — hindert Zellen
also daran, in die S-Phase einzutreten [204]. Tatsachlich scheinen erhéhte
GADD45A-Level bei Rhabdomyosarkomen mit weniger aggressivem
Tumorverhalten verbunden zu sein [97]. Interessant ist dabei, dass
GADDA45A moglicherweise TNF-Rezeptor-vermittelte Zytotoxizitat
antagonisieren kann [157] — ein Effekt, der fir TRD gezeigt wurde [134],
welches GADDA45 hier, wie gesagt, hochregulierte.

GADD34/PPP1R15A, ebenfalls mehr als zweifach Uberexprimiert nach
Behandlung mit TRD bzw. der Kombination, verstarkt die suppressive
Wirkung seines Verwandten GADD45 auf das Zellwachstum. Gesteigerte
Expression des Gens, z.B. durch chemosensibilisierende Substanzen, kann
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den Effekt von Zytostatika wie Platinderivaten potenzieren [62]. Ahnlich wie
TRAIL wirkt es vermutlich p53-unabhangig [218].

NFKBIA, HSPA1A/B und JUN, allesamt durch die Kombination mehr als
zweifach hochreguliert, sind bereits genannt worden. Auch die gesteigerten
Plasmakonzentrationen von NFKBIA und ARHGDIA bzw. mdgliche

Zusammenhange wurden diskutiert.

BIRC3 wird mit Chemoresistenz bei Ewing-Sarkomen und Rhabdomyo-
sarkomen [107], sowie auch beim Prostatakarzinom [145] in Verbindung
gebracht. 1APs (inhibitor of apoptosis protein) blockieren bestimmte
Kaspasen durch Bindung [117] — antagonisiert werden kann diese Inhibition
zum Beispiel durch das mitochondriale Protein Smac/DIABLO (Second
mitochondria-derived activator of caspases /direct IAP binding protein with
low pl) [54]. c-IAP2 blockiert den TNFa-vermittelten Zelltod, indem es mit
zwei dem TNF-Rezeptor1 nachgeschalteten Faktoren (TRAF1, TRAF2)
interagiert. Die NFkB-Signalkaskade reguliert c-IAP2 Uber vermehrten Abbau
von MAP3K14 [224] — seinerseits vor allem durch TRD supprimiert. BIRC3
selbst wird durch die Wirkstoffkombination mehr als zweifach herunter-
reguliert. Unter Einbeziehung der Ergebnisse flir die Einzelsubstanzen zeigt
sich hier eindrucksvoll ein Effekt durch Kombination der Substanzen: TRD
besal’ nur einen geringen, tendenziell supprimierenden Effekt; fur TRAIL als
Einzelsubstanz hingegen ergab sich eine mehr als zweifache Hochregulation
in der PCR. Eine mdgliche Erklarung fur Letzteres liefern Beobachtungen,
denen zufolge TRAIL die Expression anti-apoptotischer Mediatoren wie
BIRC2 und BIRC3 in einigen malignen Tumorzellen verstarkt, wahrscheinlich
uber NFkB-Inaktivierung [162, 167].

Synergistische Effekte zeigten sich weiterhin an folgenden Genen: IRF1
(interferone regulatory factor) hemmt das Zellwachstum und induziert
Apoptose durch Aktivierung der Kaspasen 1 und 7 [95, 97]. Weiterhin hemmt
es die NFkB-abhangige Aktivierung der Matrix-Metallo-Proteinase-9 (MMP9)
[157]. Sowohl TRD wie auch TRAIL als Einzelsubstanz fuhren zur

Uberexpression von IRF1. Eine mehr als zweifache Hochregulation konnte
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jedoch nur nach Kombinationsbehandlung der Zellen beobachtet werden: ein
additiver Effekt der Substanzen.

MYC (v-myc myelocytomatosis viral oncogene), welches JNK-abhangig
Apoptose durch Anheben der p53-Level induziert [34, 42], wird durch TRD
als Einzelsubstanz hochreguliert, TRAIL hingegen verandert die Expression
nicht. Die Kombinationsbehandlung wiederum fuhrt synergistisch zu einer
mehr als zweifachen Hochregulation.

Noch deutlicher zeigt sich der Synergismus beider Testsubstanzen an BAG5
(BCL2-associated athanogene 5). Mitglieder der BAG-Proteinfamilie hemmen
das fur korrekte Proteinfaltung verantwortliche Chaperon Hsp70 und férdern
Wachstum und -tberleben von Tumorzellen [172]. TRD bewirkt hier eine fast
zweifache Hochregulation wahrend TRAIL als Einzelsubstanz keine
Auswirkung auf die Expression von BAGS5 zu haben scheint. Die
Wirkstoffkombination hingegen fuhrt zu einer mehr als zweifachen
Suppression des Gens, passend zu ihrem apoptoseinduzierenden und

wachstumshemmenden Effekt.

Weitere Beispiele flr das synergistische Zusammenspiel der Testsubtanzen
in Kombination sind AXL (AXL receptor thyrosine kinase), DUSP1 (dual
specificity phophatase 1) und die bereits genannte SGK: so ist eine mehr als
zweifache Hochregulation durch die Kombinationsbehandlung im Vergleich
zur Kontrolle zu beobachten. Wenngleich die genannten Gene Uberwiegend
mit anti-apoptotischen Funktionen in Verbindung gebracht werden (vgl. Tab.
A24), stellt dies nicht notwendigerweise einen Widerspruch zur zytotoxischen
Wirkung durch TRD und TRAIL dar. Physiologisch wie Pharmaka-induziert
existieren zahlreiche Gegenregulationsmechanismen. So fuhrt TNF
beispielsweise zum apoptotischen Zelltod, bewirkt aber gleichzeitig die
Hochregulation anti-apoptotischer Gene wie FADD, XIAP, NFkB oder
Proteinen der Bcl-2-Familie [95]. Von den genannten Genen konnten in
dieser Studie nur fur FADD und Bcl2I11 Veranderungen der Expression
gefunden werden: FADD wurde durch TRAIL und TRD in Kombination
herunterreguliert, Bcl2I1 hochreguliert durch TRAIL, aber herunterreguliert
durch TRD und die Kombination (vgl. Tab. A19-20). Da die

Apoptoseinduktion durch TRAIL bei Uberexpression von Bcl-2-Proteinen
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gehemmt wird [63], kdnnen die Einflisse auf Bcl211 mdglicherweise zum Teil
die synergistischen Effekte der Substanzkombination erklaren. Damit liefern
auch viele der nur diskret veranderten Gene Erklarungsansatze fir

Wirksamkeit und Synergismus der Testsubstanzen.

Interessanterweise gab es nur ein Gen mit zweifacher Expressions-
veranderung im Vergleich von TRD/TRAIL-Zellen mit solchen, die lediglich
mit TRD allein inkubiert worden waren: MCL-1 (myeloid cell leukemia
sequence 1 — Bcl2-related), das von einer Reihe Weichgewebssarkome
exprimiert wird und Apoptose unterbindet, zeigte sich herunterreguliert. In
HT1080 Zellen fuhrt die Inhibition von MCL-1 in Kombination mit niedrig

dosiertem Cyclophosphamid signifikant verstarkt zur Apoptose [219].

Auf der anderen Seite ergab sich fur eine Reihe von Genen eine mehr als
zweifache Expressionsanderung beim Vergleich der Kombinations-
behandlung mit TRAIL als Einzelsubstanz. MAP3K1 beispielsweise wies so
eine mehr als zweifache Herunterregulation auf. Die mit Microarray und PCR
erreichten Ergebnisse korrelierten dabei durchweg gut miteinander fur jede
der eingesetzten Testsubstanzen. MAPK wird durch MEKK (MAP kinase
kinase kinase) und JNK aktiviert; die Hemmung von MEKK verstarkt den
apoptoseinduzierenden Effekt von TNFa auf Fibrosarkomzellen [236]. Ein
Zusammenhang der Herunterregulation von MAP3K1 mit der verstarkten
Zytotoxizitat von TRD in Kombination mit TRAIL erscheint daher

naheliegend.

5.3.1.6 Fazit

Die Expression einer Reihe von Genen wird korrespondierend zu ihrer
Funktion durch TRD und TRAIL beeinflusst. TRD als Einzelsubstanz bewirkt
analog zu Funden vorheriger Arbeiten zahlreiche und ausgepragte
Expressionsveranderungen [42, 180, 210], wohingegen TRAIL als DR-Ligand
[166, 242] und direkter Apoptoseinduktor [108, 242] eine eher kleine Anzahl
von Genen beeinflusst. Die Kombination verstarkt die Effekte der
Einzelsubstanzen und fuhrt zur synergistischen Induktion einer Reihe von

Genen, Uberwiegend mit Tendenz zur Férderung von Apoptose. Fir einzelne
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Gene ergeben sich teils widersprichliche Resultate, die nach derzeitigem
Stand der Forschung noch nicht sinnvoll erklart werden koénnen. Die
Beobachtungen in der Durchflusszytometrie lassen aber erkennen, dass
mdgliche anti-apoptotische Effekte der Testsubstanzen bei weitem von den
pro-apoptotischen Uberwogen werden. Eine erste Interpretation der Daten
zeigt aulerdem, dass viele der involvierten Gene auf den NFkB-

Signaltransduktionsweg als entscheidenden Faktor hinweisen.

5.3.2 Modulation der NFkB-Signalkaskade

In seiner aktiven, ungebundenen Form disloziert NFkB in den Zellkern [9,
202]. Die Aktivitat des Transkriptionsfaktors korreliert also direkt mit seiner
Nachweisbarkeit im Kern und ist somit im Kernextrakt z.B. mittels ELISA

bestimmbar.

5.3.2.1 NFkB-Signaltransduktion
NFkB gilt gemeinhin als anti-apoptotisch, pro-proliferatorisch und pro-
inflammatorisch [148, 202]. Der Transkriptionsfaktor wird TRADD-, TRAF3-

und FADD-abhangig aktiviert und spielt unter anderem eine Schlisselrolle im

Uberleben von Tumorzellen durch Induktion anti-apoptotischer Gene wie
Bcl2, Bcl2I1, vascular endothelial growth factor (VEGF) und XIAP [95]. Davon
hat z.B. die Inhibition von VEGF bereits therapeutische Anwendung
gefunden [86]. Die Aktivierung der TNFa-vermittelten Signaltransduktion ist
effizienter, wenn gleichzeitig der NFkB-Pathway blockiert wird [236],
Inhibition von NFkB vermag Zellen fur den TNF-vermittelten Zelltod zu
sensibilisieren, vermutlich durch Hemmung der inaktivierenden Wirkung auf
JNK [94]. Resistenzen gegen Doxorubicin kdonnen durch NFkB vermittelt sein
[87], ebenso Resistenzen gegen TRAIL-vermittelte Apoptose [174]. Zwar
reicht einer weiteren Studie zufolge NFkB-Aktivierung allein nicht in allen
Zelltypen aus, um TRAIL-vermittelte Apoptose zu inhibieren [88], dennoch
scheint NFkB entscheidenden Einfluss auf die Apoptoseinduktion durch
TRAIL zu haben [117, 174].
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Auch pro-apoptotische Ziel-Gene von NFkB sind bekannt. Ob der
Transkriptionsfaktor aber Apoptose fordert oder inhibiert, hangt offenbar von
Zelltyp und induzierendem Stimulus ab [10]. Dysregulation von NFkB ist ein
Kennzeichen von Tumorzellen [148], es wird Uberexprimiert bei Inflammation
und in Tumoren. Auch die Proliferation von HT1080 Zellen wird durch NFkB-
abhangige Signaltransduktion vermittelt [28, 159] und kann durch Modulation
des Pathways herabgesetzt werden [159]. Aktuelle Studien zeigten
aulBerdem, dass die Invasivitat von Tumoren durch Hemmung der NFkB-
Aktivitat signifikant gesenkt wird [158] — ein weiterer Hinweis, dass der
Transkriptionsfaktor fur viele maligne Eigenschaften von HT1080 ein
entscheidendes Element ist. Auf den moglichen Zusammenhang der NFkB-
vermittelten Expression von Adhasionsmolekulen [60] mit der beobachteten

Storung der Zelladhasion wurde bereits hingewiesen.

Interessanterweise induziert TRAIL selbst den NFkB-Signalweg [46, 48, 183,
193]. Auch TNF und andere Mitglieder dieser Proteinfamilie bewirken eine
Hochregulation anti-apoptotischer Faktoren wie NFkB [95]. TRD hemmt die
Aktivierung von NFkB sowohl indirekt iber NFKBIA als auch durch Oxidation
von |[kBa am Met45 [194] — einer der besprochenen Erklarungsansatze fir
die synergistische Wirkung der Kombinationsbehandlung mit TRAIL und
TRD. Andererseits induziert TRD die vermehrte Bildung intrazellularer
Sauerstoffradikale — die wiederum unter anderem den Transkriptionsfaktor
NFkB aktivieren kdnnen [180]. Inflammatorische Signale in Verbindung mit
einer Inhibition der Proteinsynthese bewirken au3erdem synergistisch eine
verstarkte NFkB-Aktivierung, vermutlich weil bei Syntheseinhibition der Pool
des — ungebunden instabilen — IkBa (5-10 Min. Halbwertszeit) sehr rasch
aufgebraucht ist und NFkB vermehrt freigesetzt wird [148]. Es sei hier
nochmals erwahnt, dass TRD die Translation blockieren kann [21].
Bezugnehmend auf die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit ist eine
Beeinflussung von NFkB durch TRD und TRAIL in HT1080 Fibrosarkom-
zellen auch via NFKBIA, MAP3K14 oder auch TNFAIP3 denkbar.
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5.3.2.2 NFkB-Untereinheiten

Wie in der Einleitung besprochen, existieren funf Untereinheiten von NFkB,

die jeweils als Homo- und Heterodimere vorliegen. Von 15 theoretisch
denkbaren Dimeren fungieren neun potentiell als Aktivatoren der
Transkription (vgl. Tab. A25), wahrend andere zwar mit DNA interagieren,
aber nicht die Transkription aktivieren, solange sie nicht an spezifische Ko-
Aktivator-Proteine binden [148]. Fur einige Dimere ist bekannt, dass sie gar
nicht an DNA binden [82]. Rel-Untereinheiten enthalten c-terminale
Transcriptional Activation Domains (TADs), die es ihnen ermdglichen, die
Genexpression zielgerichtet zu aktivieren. p50 und p52 besitzen diese nicht.
p50- und p52-Homodimere supprimieren also wahrscheinlich die
Transkription, solange sie nicht an ein Protein binden, das eine TAD enthalt —
wie RelA, c-Rel oder RelB [82, 218].

Die Datenlage spricht daflir, dass in der einzelnen Zelle das Gleichgewicht
von Zelltod und Uberleben nach Einwirken &uRerer Stimuli unter anderem
von der Aktivierung spezifischer NFkB/Rel-Proteine abhangt [168].

Tatsachlich ergab das NFkB-Aktivitats-Assay aus Kernextrakt der hier
verwendeten Zellen unterschiedliche Aktivitatsanderungen durch TRD,
TRAIL und die Kombination flir die einzelnen Untereinheiten. Insgesamt
erreichten die Ergebnisse kein signifikantes Mal}, tendenziell zeigte sich
jedoch eine groRere Effektivitat von TRD im Vergleich zu TRAIL. Dies
korrespondiert zum Teil mit vorherigen Beobachtungen TRAIL-vermittelter
NFkB-Aktivierung [46, 48, 183, 193]. Die Wirkstoffkombination schien die
Einzelsubstanzen mitunter noch Ubertreffen oder modulieren zu kdnnen.
Viele der bisher beobachteten Wirkungen von TRD und TRAIL auf HT1080
Zellen weisen also auf den NFkB-Signalweg hin [43], die gemessenen
Effekte auf den Transkriptionsfaktor fallen jedoch vergleichsweise gering aus.
Eine mogliche Erklarung dafir ist die Dynamik der NFkB-Aktivitat bzw.
Dimer-Komposition. Eine aktuelle Studie demonstrierte zum Beispiel, dass
bei Einwirken eines Wachstumssignals durch induzierte Degradation von
IkBd zunachst RelA:p50 und RelB:p50 freigesetzt werden. Die induzierte
Neusynthese von p100 und dessen Prozessierung zu p52 wirken sich nach 3

Std. aus, die Dimer-Komposition verandert sich dann von RelA:p50
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(RelB:p50) zu RelB:p52 (RelA:p52) [148]. In diesem Zusammenhang ist
weiterhin erwahnenswert, dass z.B. TNF die rasche Degradation der NFkB-
Inhibitorproteine und deren ebenso rasche Re-Synthese fordert. Bei
langerfristiger Einwirkung kann es so zu oszillierender NFkB-Aktivitat
kommen [148]. Generell wird das Repertoire an NFkB-Dimeren fur rasch
veranderbar durch entzindliche oder RelA-induzierende Stimuli gehalten.
Allerdings ist unklar, wie dynamisch oder reversibel die resultierenden Ver-
anderungen sind und ob sie innerhalb von Stunden oder Tagen geschehen,

bzw. ob sie von voribergehender oder anhaltender Natur sind [149].

Zahlreiche Studien zu den Untereinheiten von NFkB zeigen, dass Uber die
beteiligten Untereinheiten hinaus auch deren Zusammenspiel im Dimer
sowie Wechselwirkungen mit Proteinen aul3erhalb der NFkB-Familie Uber

ihren Einfluss auf die Genexpression entscheiden (vgl. Tab. A25).

5.3.2.3 Fazit

Zusammengefasst ergab die Quantifizierung der NFkB-Subunits mittels
ELISA nach 4-stundiger Inkubationszeit mit den Wirkstoffen eine
entgegengesetzte Regulation einzelner Untereinheiten. Obwohl die
Veranderungen im Vergleich zur Kontrolle insgesamt nicht signifikant waren,
traten interessanterweise durch TRD und TRD plus TRAIL deutlich
ausgepragtere Effekte zutage als durch TRAIL allein.

Unter Berlcksichtigung der Veranderungen von Genexpression und
Proteinkonzentration, zusatzlich zu den Ergebnissen des NFkB-Aktivitats-
Assay, scheinen die Auswirkungen von TRD, TRAIL und der Kombination
beider Substanzen eng mit NFkB und der damit assoziierten
Signaltransduktion zusammenzuhangen. Die Veranderungen der DNA-
Bindungsaktivitat von p65/RelA und RelB, die im ELISA festgestellt wurden,
kénnen diese Annahme madglicherweise weiter stitzen. Genaue Kenntnisse
uber die Funktion dieser Faktoren sind allerdings, besonders was
Weichgewebssarkome anbetrifft, noch so knapp, dass wir von

weitergehender Interpretation absehen.
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5.4 Zusammenfassung und Ausblick
Es konnte gezeigt werden, dass TRD und TRAIL in humanen HT1080

Fibrosarkomzellen effektiv Apoptose induzieren und die Proliferation
hemmen. Die Kombination erwies sich dabei als wirksamer als die
Einzelsubstanzen, in Bezug auf Zytotoxizitdt und Nekroseinduktion konnte
ein synergistisches Zusammenwirken beobachtet werden. Zahlreiche
Mechanismen kommen als Grundlage der Effekte infrage und eine Reihe von
Genen scheint involviert zu sein. Die Ergebnisse deuten auf den NFkB-
Signaltransduktionsweg als ein entscheidendes Element in der Regulation
der TRD/TRAIL-vermittelten Apoptose.

Ein nachster Schritt kdnnten daher gezielte Versuche zur NFKB-Hemmung
oder Aktivierung von IkB sein. Vieles spricht bereits jetzt fur einen
kombinierten Einsatz der getesteten Wirkstoffe, weitere potentielle Vorteile
machen die Kombination der Wirkstoffe aus klinischer Sicht zusatzlich
interessant: So ist denkbar, dass TRD analog zum kombinierten Einsatz mit
TNF mdoglicherweise einen Schutz vor potentiell toxischen Effekte von TRAIL
bietet. Auswirkungen und Effektivitdt der Testsubstanzen in vivo werden
aktuell durch ihre Erprobung an HT1080 Fibrosarkomzellen im Xenograft-

Modell evaluiert.
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6 Zusammenfassung

Weichgewebssarkome, darunter auch das bisher wenig erforschte
Fibrosarkom, stellen nach wie vor ein therapeutisches Dilemma dar, weil

effektive Behandlungsstrategien Uber die radikale Resektion hinaus fehlen.

In dieser Arbeit konnten wir zeigen, dass TRAIL, ein Mitglied der TNF-
Rezeptor-Superfamilie, und Taurolidin (TRD), ein synthetisches Aminosaure-
Derivat, in humanen Fibrosarkomzellen in signifikantem MalR den
apoptotischen Zelltod induzieren und die Proliferation verringern. Durch
Kombination der Substanzen wurde eine synergistisch gesteigerte

Zytotoxizitat erreicht.

Dafur wurden humane Fibrosarkomzellen (HT1080) in Kultur mit den
Wirksubstanzen inkubiert, anschlielRend Zellvitalitat, Apoptose und Nekrose
im TUNEL-Assay dargestellt und mittels Durchflusszytometrie quantifiziert.
Neben Proliferationsassays analysierten wir Veranderungen auf Ebene der
Gen- und Proteinexpression mittels RNA-Microarray und Real-time-PCR
bzw. im Western Blot. Die Aktivitat des Transkriptionsfaktors NFKB wurde
mittels ELISA untersucht.

Bezlglich mdglicher Wirkmechanismen erreichte TRD als Einzelsubstanz
analog zu Ergebnissen vorheriger Arbeiten zahlreiche und ausgepragte
Veranderungen verschiedener Gene mit Bezug zum apoptotischen
Signalweg. TRAIL als direkter Apoptoseinduktor beeinflusste eine kleinere
Anzahl von Genen. Die Kombination verstarkte die Effekte der
Einzelsubstanzen und flhrte zur teils synergistischen Induktion einer Reihe
von Genen, Uberwiegend mit pro-apoptotischer Tendenz. Fur eine Auswahl
dieser Gene gelang eine gute Reproduktion der Effekte auf Proteinebene,
darunter NFKBIA, ein Inhibitor des Transkriptionsfaktors NFkB. Dysregulation
des Uberwiegend anti-apoptotisch wirkenden Transkriptionsfaktors ist ein
Kennzeichen vieler Tumorzellen und vermittelt u.a. Resistenzen gegen

Chemotherapeutika. Insgesamt besteht fur viele der involvierten Gene ein
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Zusammenhang zum NFkB-Signaltransduktionsweg. Das NFkB-Assay ergab
hier eine entgegengesetzte Regulation diverser Untereinheiten des

Transkriptionsfaktors.

Zusammenfassend zeigte sich, dass TRD und TRAIL in humanen
Fibrosarkomzellen effektiv Apoptose induzieren und die Proliferation
hemmen. Eine Reihe von Genen scheint dabei involviert zu sein und es gibt
Hinweise auf den NFkB-Signalweg als entscheidenden Regulator der
TRD/TRAIL-vermittelten Apoptose. Weiterfuhrend waren nun gezielte
Versuche zur NFkB-Hemmung denkbar. Auswirkungen und Effektivitat der
Testsubstanzen in vivo werden gegenwartig durch ihre Erprobung an

HT1080 Fibrosarkomzellen im Xenograft-Modell evaluiert.
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Anhang

Tabellen

Tab. A1: Weichteilsarkome, Stadieneinteilung nach TNM 2002

TNM-Stadium ‘Ausdehnung/BefaII ‘

T1 < 5cm
T1a oberflachlich”
T1b tief”
T2 > 5cm
T2a oberflachlich”
T2b tief”
Legende:
N1 regiondre LK
Faszie
M1 Fernmetastasen

1) ,oberflachlich® = vollstandig oberhalb der oberflachlichen

2) ,tief* = nicht ,oberflachliche” und innerhalb von Thorax,
Abdomen, Becken oder retroperitoneal gelegene Tumoren

Tab. A2: Weichteilsarkome, Stadieneinteilung nach UICC 2002

UICC-Stadium TNM

IA G1 T1 NO MO

B G1 T2 NO MO

A G2 T1 NO MO

IIB G2 T2a NO MO

A G2 T2b// G3 T1 NO MO
B G3 T2 NO MO

e jedes N1 MO

\ jedes M1

Tab. A3: NFkB, Zielgene und deren Eigenschaften

anti-apoptotische

Zielgene von NFkB

pro-apoptotische

Bcl-2, Bel-x,, A1 Bcl-2 Proteine Bak, Bax
XIAP, clAPs inhibitor of apoptosis Proteine
Rezeptoren Fas, TNF-R1, TRAIL-R2
Liganden FasL, TRAIL
Adaptermolekile TRAF-1, -2, -6
c-FLIP Sonstige Gadd45RB, c-Myc p53
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Tab. A4: TRAIL, Rezeptoren-System

Rezeptor Death Domain Funktion

TRAIL-R1/DR4 intrazellular [156]
TRAIL-R2/DR5 intrazellular [155, 198, 231]

DR4 + DR5: beide induzieren Apoptose, agieren aber voneinander unabhangig, jeweils

Apoptose-Induktion [108, 117]

einer ist notwendig aber allein nicht ausreichend zur Apoptoseinduktion;
Heterokomplexe sind wahrscheinlich funktionslos [109, 205]

TRAIL-R3/ ]
keine [47, 155-156, 198] vermutlich Apoptose-Pravention,
DcR1/TRIDD
durch Abfang von Liganden
TRAIL-R4/
trunkiert [48, 109] [48, 109, 117, 155, 198]
DcR2/TRUNDD
OPG keine [59] I@slich, niedrig affin [59]

Tab. A5: TRAIL, Eigenschaften und Funktionen

TRAIL - Eigenschaften und Funktionen

Mitglied der TNF-Superfamilie mit
Vorkommen in vielen Geweben [166, 242]

Geklont auf Grundlage der Sequenzhomologie zu Apo1/FasL [75, 109]

Typll-Transmembran-Protein [166, 242],
proteolytische Spaltung an Zelloberflache (Iéslicher Ligand) [125]

Homotrimer-Formation (wie TNF), Rezeptor-Clustering (DR5) [89, 133]
Cystein-gebundenes Zn-Atom, essentiell fir biologische Aktivitat [16]

Ohne Zn: schlecht 16slich mit Tendenz zur Aggegration, d.h. starker wirksam, toxisch
[96, 115]

Wirkung:

Apoptoseinduktion in vielen malignen Zelllinien, NICHT in (den meisten) normalen
Geweben [7, 49, 76, 198, 231-232, 242]

p53-unabhangige Apoptose in malignen Zellen [117]

Xenograft-Modell [64, 72-73, 103, 116, 132, 138, 179, 246, 252]
- Tumorwachstum | [232]
- Uberleben (Trager) 1 [7]
- Apoptose 1 [6-7, 130, 169, 182, 232]
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Synergismus im Xenograft-Modell [7, 17, 223]
- Chemo [32]
- Radiatio [117]
- Sensibilisierung wenig
chemosensibler Zellen,
Resistenz-Pravention

Resensibilisierung (INF) TRAIL-resistenter Zellen [162]

Funktionsweise :

DISC: TRAIL + FADD, Cas-8
(TRADD, RIP nicht beteiligt) [109, 205]

Apoptoseinduktion: extrinsisch getriggert [242]
spezifisch Giber DR [108]
aber: in einigen Zellen abhangig vom mitochondrialen Weg (Cas-9-Inhibition) [154]

Induzierte Cleavage von Cas-8, -9, -3 [108]

Sonstige beteiligte Faktoren :

Caspase-10 (kontrovers diskutiert) [117]

- im DISC nachgewiesen, Apoptose auch ohne Cas-8, aber nachrangig (ggf. nicht-
apoptotische Signale) [117]

Bcl-2-Familie (kontrovers diskutiert) :
- Bcl-2/Bcl-X, blockieren Apoptose durch Fas, aber nicht durch TRAIL [108]

Bax (essentiell im Kolon-CA u.a.): [117]
- friihe Events (DISC-Formation, Cas-8-/Bid-Cleavage)
- unabhangig
- spate Events (Mitochondrien-Depolarisation, Cytochrom-C1t, Cas-9-Aktivierung):
- abhangig

- Bax-defiziente Zelle => mitochondrialer Weg entscheidend fur Apoptoseinduktion
- Bax vorhanden => Apoptoseinduktion auch unabhangig vom mitochondrialen
Pathway

PKCK2-regulierte Pro-Cas-2-Aktivierung (Schlisselrolle, stress-/DR-mediated
apoptosis) [200]

TRAIL-Varianten:

Alternative splicing: TRAIL- und -y [111]
Funktion: differenzierte Apoptoseregulation

Synthetisch (His-tagged): [108]
Hyperoligomerisierung (Hexa-, Nonomere), wirken schneller und starker,
Uberwinden Schwelle zur Apoptose-Induktion auch in Normalgewebe [117]

Synthetisch (ohne exogene Sequenzen):
optimal fur den klinischen Einsatz [6]
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Toxizitat:

- i.v. (short-term, hohe Dosen) von Primaten gut vertragen [115]
- i.v. (wiederholt) in Mausen kein Effekt auf Normalgewebe [7]

Nativ (non-tagged): NICHT toxisch auf

- fast alle Normalgewebe [7, 115]

- humane und Primaten-Hepatozyten [115]
- humane Keratinozyten [171]

- Astrozyten [7, 232]

- Osophagusepithel [108]

Tagged-Form: toxisch Uber extrinsischen Pathway [96]

- humane Hepatozyten (toxisch) [96, 115] (in vitro)
- Astrozyten (toxisch) [7, 232]

- Keratinozyten (toxisch) [171]

- Osophagusepithel (toxisch) [108]

- Fibroblasten (NICHT toxisch) [108]

Sensitivitat: korreliert mit

- TRAIL-Expression [49]
- Kaspasen-Aktivierung [253]
- Prasenz von Cas-8 [58]
- Smac/DIABLO | (Effektor-Kaspasen insuffizient aktiviert) [117]
- c-FLIP-Level = Inhibition von Cas-8
Korrelation [72-73]
keine Korrelation [200, 253]
- DcR-Uberexpression = Apoptose | (evtl. Liganden-Fang) [198]
- DR-Inaktivierung (nur in wenigen Zelllinien) [117]
- NFkB-Aktivierung [104]
- p53, NFkB, (MAP)Kinasen u.a. (Mechanismus unklar) [117]
- PKCK2-Aktivitat bzw. Pro-Cas-2-Aktivierung [200]
- JNK-Aktivierung [183]

Sonstige Funktionen:

Praventiv gegen Fibrosarkome (Maus) nach Kanzerogengabe (Methylcholantren) [214]
Apoptose (physiologisch) in

- Tumorzellen [122]

- virusinfizierten Zellen [228] => Immunsurveillance [117]

INF reguliert TRAIL-Expression [66]

Transkriptionsdnderung: NFkB-Gene nach 4 Std. induziert [117]

Problematiken:

- TRAIL-Biologie in Maus und Mensch sehr verschieden [117]
- Hepatotoxizitat [96, 115]
- Resistenzen [251]
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Tab. A6: Taurolidin, Eigenschaften und Funktionen

Beschreibung:
Produkt der AS Taurin, zerfallt in aktive Metabolite (Taurultam, Methyltaurultam),
Breitspektrum-Antibiotikum (Bakterien + Fungi) [68-69, 164, 207]

Chemischer  Wirkmechanismus: Wechselwirkung - bakterielle Zellwand mit
Methylgruppen der aktiven Metaboliten [69, 164]

Wirkweise :
- Antiadhasiv auf Bakterien [68-69]
- Antiendotoxisch: bindet Endo-und Exotoxine durch Interaktion mit
Methylgruppen [11, 119, 134, 164]
- Suppression der Zytokin-Produktion (TNFa, IL1B) und -aktivitat in :
- Makrophagen [11]
- Mesangiale Zellen (Ratte) [119]
- Tumorzellen [27, 210]
- Reduktion der TNF-Toxizitat [134]
Klinische Anwendung :
- Peritonitis, SIRS [8, 127, 207]
- Postoperative Infektionsprophylaxe [8, 243]

- Postoperative Adhasionsprophylaxe [11, 134]
- Kombination mit Antibiotika [14]

Antitumor-Wirkung:
- Adhasion / Bodenkontakt | [27, 91, 142, 180, 201, 235]
- Metastasenbildung | [41, 91]
- Wachstum / Proliferation | [2, 27, 41, 44, 128, 142-143, 152, 178]
- Zytotoxizitat / Apoptose 1 [27, 128, 142, 178, 235]

- Inhibition der Tumorangiogenese [92, 210]

- Kombination mit Heparin [15, 20]
- Kombination mit Cisplatin [152]
- Einsatz am Menschen [23, 25, 211-212]
Fazit: Kombination aus Zytokinmodulation + direkte Zytotoxizitat [92]
Wirkungen:
- Apoptoseinduktion [128] (niedrige Dosis), [27, 180] (KEINE Nekrose) uvm.
- Nekroseinduktion [128] (hohe Dosis), [152]
- charakteristische morphologische Veranderungen [27, 78, 106, 180, 244]

- Zellzyklusarrest (im Normalgewebe reversibel) [27]
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Nebenwirkungen:
- KEINE auf Normalgewebe [8, 27, 127, 243]
- Milde vagotone Effekte (kein Unterschied zwischen

Langzeitapplikation) [22]

Bolus-

und

Wirkmechanismen vgl. [21, 44, 152, 178]:
- Fas-Induktion [210]
- Fas/FasL-Expression 1 [180]
- erleichtertes Fas-cross-linking [69]
- Sauerstoffradikale 1 [152, 180]
- Kaspasen-Aktivierung [44, 78, 143, 152, 178, 235]
- Kaspasen-unabhangig [180]
- DR-unabhangig [78]
- Bcl-2-Inhibition [78]
- Potentialverlust der Mitochondrienmembran [178, 180]
- Cytochrom-C-Efflux 1 [78, 178]
- Cytochrom-C-unabhangig (vorhanden, aber kein Einfluss) [180]
- PARP-Cleavage [27, 44, 178]

- PARP-/p53-unabhangig (vorhanden, aber kein Einfluss) [180]
- moglicherweise veranderte Oberflachenproteine [27, 180]
- Inhibition der frihen Translation [21, 24]

- Translations-unabhangig [78]
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Tab. A7: Nahrmedium, Zusammensetzung

Nahrmedium

5%

1%

1%
1%

Frankreich

Penicillin (10000 U/ml)/Streptomycin (10000 U/ml),
Biowest Ltd., Nuaillé, Frankreich
L-Glutamin (5 mM), Biowest Ltd., Nuaillé, Frankreich

Natrium-Pyruvat, Sigma, Taufkirchen, Deutschland

92% Minimum Essentials Media (MEM) w/ Earle’s Salts,
Biowest Ltd. Nuaillé, Frankreich
Fetales Kalberserum (FCS), Biowest Ltd., Nuaillé,

Tab. A8: Dosisfindung, verwendete Konzentrationen

TRD 50 umol/l 100 umol/l 250 pmol/l 500 pmol/l
TRAIL 10 ng/ml 50 ng/mi 100 ng/mi 500 ng/ml
TRD 250 umol/l 250 pmol/l 250 pmol/l 250 pmol/l 250 pmol/l
+ TRAIL 1 ng/ml 10 ng/ml 50 ng/ml 100 ng/ml 500 ng/ml
Tab. A9: Dosisfindung, verwendete Passagen
TRD P 36# P 37# P 38#
TRAIL P 36# P 37# P 38#
TRD+TRAIL P 39#
Tab. A10: TUNEL-Assay, Positiv- und Negativkontrolle
Kontrolle ‘ Ansatz ‘ Inkubation Ergebnis ‘
Positiv- 10 ul RNase-|10 Min., Raum-| Enzymatische Induktion zahlreicher
Kontrolle Free DNase | +|temperatur, dann | DNA-Briiche, welche durch das
90 ul Stamm-|Wweiter wie Ubrige | TUNEL-Reagenz markiert werden.
l6sung Proben
Negativ- (50 ul Label Ohne TdT kann kein Einbau markierter
Kontrolle | Solution Nukleotide erfolgen.
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Tab. A11: BrdU-ELISA, Eichkontrollen
Kontrolle Durchfiihrung | Inhalt Ergebnis ‘

Blank immer Kulturmedium unspezifische Bindung von
mit BrdU und anti-BrdU-POD | BrdU /anti-BrdU-POD an
ohne Zellen die Kulturplatte

Background | einmalig Zellen unspezifische Bindung von
mit anti-BrdU-POD anti-BrdU-POD an Zellen
ohne Kulturmedium, in Abwesenheit von BrdU
ohne BrdU

Tab. A12: RNA-Isolierung, Waschschritte zur Aufreinigung der RNA

Puffer
350 pl RW1-Puffer

Zeit
15 Sek.

80 pl DNAse I-Lésung

15 Min. (Inkubation)

350 pl RW1-Puffer

15 Sek.

500 pl RPE Puffer

15 Sek.

500 pl RPE Puffer

2 Min.

ohne Puffer

15 Sek.

80 pl RNAse-freies Wasser

Tab. A13: NFkB —ELISA, Wasch- und Inkubationsschritte

Inkubation 1 Std. Raumtemperatur, abgedeckt, auf dem Schittler (100
rem)

Waschen 3x 200 pl/well Wash Buffer (WB)

Primar-Antikdrper 1:1.000 gelbést in Antibody Binding Buffer (ABB),
Zugabe: 100 pl/well

Inkubation 1 Std. Raumtemperatur, abgedeckt

Waschen 3x 200 pl/well WB

Sekundar-Antikérper 1:1.000 geldst in ABB, Zugabe: 100 pl/well

Inkubation 1 Std. Raumtemperatur, abgedeckt

Waschen 4x 200 pl/well WB

Developing solution 100 pl/well

Inkubation 2-10 Min. | Raumtemperatur, lichtgeschutzt

Stop solution 100 pl/well
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Tab. A14: Durchflusszytometrie, TRAIL

gemessene Zellpopulationen (Mittelwerte, in %) nach Inkubation mit TRAIL (10, 50,
100, 500 ng/ml) fir 2, 6, 12 und 24 Std.

TRAIL10 2h 6h 12h 24h

vital 57,6266667 | 50,11 39,9433333 | 39,9733333
apoptotisch 37,05 45,3633333 | 55,3933333 | 51,06
nekrotisch 4,84666667 | 4,16 4.4 8,52666667
TRAIL50 2h 6h 12h 24h
vital 50,1 15,0733333
apoptotisch 44,7833333 | 77,0833333 | 76,11 66,0133333
nekrotisch 4,59 6,18333333 | 8,56666667 | 13,2466667
TRAIL100 2h 6h 12h 24h
vital 39,35
apoptotisch 55,55 80,0266667 | 82,43 56,2266667
nekrotisch 4,57 579666667 | 12,4566667 | 21,8233333
TRAIL500 2h 6h 12h 24h

13,29
apoptotisch 82,14 86,9766667 |77,7033333 | 58,0566667
nekrotisch 442666667 | 10,22 16,6033333 | 22,6133333
Kontrolle 2h ‘ 6h 12h 24h
vital 59,87 63,91 60,1166667 | 59,06
apoptotisch 35,815 32,22 36,3266667 | 35,3166667
nekrotisch 3,455 3,48333333 [3,22666667 | 5,13333333
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Tab. A15: Durchflusszytometrie, TRD

gemessene Zellpopulationen (Mittelwerte, in %) nach Inkubation mit TRD (50, 100,
250, 500 ymol/l) fiir 2, 6, 12 und 24 Std.

35,3333333
apoptotisch 53,05 25,72 38,5033333 | 44,14
nekrotisch 11,4533333 | 3,65 9,92666667 | 6,96
TRD100 2h 6h 12h 24h
vital 46,2566667 | 56,1
apoptotisch 478333333 | 39,02 50,55 48,8433333
nekrotisch 560333333 | 4,70666667 | 13,1666667 | 19,6966667
TRD250 2h 6h 12h 24h
vital 40,8533333
apoptotisch 52,1233333 | 57,8833333 | 61,96 48,4466667
nekrotisch 571666667 | 4,08 16,5533333 | 30,2433333
TRD500 2h 6h 12h 24h
vital 25,6766667 | 36,88
apoptotisch 65,54 54,55 48,9633333 | 42,53
nekrotisch 8,63333333 | 8,50333333 | 9,46 13,07
Kontrolle 2h ‘ 6h 12h 24h
vital 48,4433333 | 63,8266667 | 78,0266667 | 65,3166667
apoptotisch 476933333 | 32,3633333 | 18,2566667 |23,3933333
nekrotisch 3,75666667 | 3,7 3,54 11,1866667
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Tab. A16: Durchflusszytometrie, TRD + TRAIL (orientierend)

gemessene Zellpopulationen (Rohwerte in %) nach Inkubation mit TRD 250 ymol/l +
TRAIL (1, 10, 50, 100, 500 ng/ml) fir 6, 12 und 24 Std.

TRAIL1 6h 12h 24h

vital 56,57 66,67 20,41
apoptotisch 39,98 27,62 61,77
nekrotisch 2,6 5,71 17,41
TRAIL10 6h 12h 24h
32,06 17,15
apoptotisch 60,69 34,14 40,1
nekrotisch 6,05 15,75 41,63
TRAIL50 6h 12h 24h
48,74 8,81
apoptotisch 31,3 38,25 33,48
nekrotisch 13,87 41,83 57,07
TRAIL100 6h 12h 24h
34,48 7,33
apoptotisch 31,86 40,56 31,38
nekrotisch 29,24 43,99 60,4
TRAIL500 6h ‘ 12h 24h
vital 26,56 11 3,84
apoptotisch 30,5 29,63 28,59
nekrotisch 39,37 58,21 66,38
Kontrolle 6h ‘ 12h 24h
vital 66,33 66,65 63,12
apoptotisch 28,55 24,21 26,68
nekrotisch 4,66 6,72 8,85
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Tab. A17: Durchflusszytometrie, TRD + TRAIL (final)

gemessene Zellpopulationen (Mittelwerte, in %) nach Inkubation mit TRD 250
pmol/l, TRAIL 50 ng/ml und TRD 250 pymol/l + TRAIL 50 ng/ml fur 2, 6, 12 und 24

Std.

TRD250 ‘ 2 Std. 6 Std. 12 Std. 24 Std. ‘
vital 64,4366667 | 66,4666667 | 60,8633333 | 43,26
apoptotisch 27,2566667 | 27,3233333 | 34,3166667 | 45,9333333
nekrotisch 7,34666667 | 556333333 | 4,48666667 | 10,3366667
TRAIL50 ‘ 2 Std. 6 Std. 12 Std. 24 Std. ‘
vital 51,035 32,6 29,34 25,085
apoptotisch 27,7966667 | 46,52 51,2466667 | 46,63
nekrotisch 13,1233333 | 18,6266667 | 17,8833333 |23,3333333
TRD250 + TRAIL50 ‘ 2 Std. 6 Std. 12 Std. 24 Std. ‘
vital 58,3533333 | 29,48 14,3433333 | 14,38
apoptotisch 32,94 59,2433333 | 48,86 27,89
nekrotisch 7,60666667 | 10,4366667 | 36,3366667 |55,8233333
Kontrolle ‘ 2 Std. 6 Std. 12 Std. 24 Std. ‘
vital 62,2933333 | 75,18 72,5566667 | 79,6033333
apoptotisch 26,4433333 | 12,23 16,3066667 | 13,12
nekrotisch 8,87 8,55 8,11666667 |5,31666667
Tab. A18: BrdU-ELISA, Rohmesswerte
' Kontrolle | TRD TRAIL | TRD+TRAIL |Blank

0,595 0,112 0,346 0,115 0,059

0,953 0,115 0,331 0,103 0,055

0,817 0,113 0,292 0,099 0,045

0,785 0,109 0,246 0,131 0,048

0,713 0,107 0,268 0,119 0,043

0,725 0,116 0,274 0,122 0,045

0,813 0,105 0,182 0,094 0,043

0,699 0,103 0,094 0,091 0,039

0,715375 0,062875 0,207 0,062125 0,047125
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Tab. A19: MA, Experimentalgruppen gegen Kontrolle

verlasslich

gemessene

Expressionsveranderungen

(ca+filter1

Targets)

Gen = Gen Symbol, Expressionsveranderung dargestellt als Signal Log Ratio (SLR)
fett = SLR >1 oder < -1

TRD vs. TRAIL vs. TRD + TRAIL
Kontrolle Kontrolle vs. Kontrolle

HSPA1A/B 2,99 ARHGDIA 1,19 HSPA1A/B |3,28
NFKBIA 2,03 NFKBIA 1,17 NFKBIA 2,47
GADD45A 1,33 TNFAIP3 1,11 PPP1R15A |1,55
SGK 1,22 JUN 0,89 GADD45A | 1,46
JUN 1,2 EGFR 0,86 AXL 1,41

PPP1R15A 0,95 CALR 0,85 SGK 1,37
MCL1 0,94 TP53 0,64 DUSP1 1,33
DUSP1 0,82 TNK2 0,58 JUN 1,31

MYC 0,78 PPP2CB 0,57 IRF1 1,23
BTG1 0,7 BAX 0,51 MyYc 1,05
IRF1 0,69 IRF1 0,47 BTG1 0,85
AXL 0,64 IKBKG 0,44 DUSP5 0,65
RPS3A 0,48 BCL2L1 0,44 TIE1 0,63
LDHB 0,44 AXL 0,42 NEU1 0,63
ESD 0,43 PPP2R1A 0,41 HD 0,63
HSPD1 0,42 CD44 0,38 TNFAIP3 0,55
RPS3A 0,41 TIE1 0,37 CDKN1A 0,55
NME1 0,41 DUSP3 0,37 ACTN4 0,5

LGALSH1 0,4 ACTN4 0,34 EPHA2 0,48
ENO1 0,38 PEA15 0,32 GSTP1 0,47
STK17A 0,3 DAPK3 0,31 PPM1G 0,45
API5 -0,14 ACIN1 0,31 TIAF1 0,44
DDR2 -0,15 BID -0,23 CFL1 0,4

PDCD4 -0,17 MAP3K5 -0,27 LITAF 0,37
E2F1 -0,18 FER -0,27 PINK1 0,36
LITAF -0,2 FAS -0,3 RPS3A 0,35
EPHB2 -0,21 CROP -0,33 LGALS1 0,32
FGFR1 -0,22 HSPA9 -0,37 PPP1CA 0,29
RIPK1 -0,22 CHUK -0,4 ENO1 0,28
CSK -0,25 LYN -0,43 MAP3K1 -0,04
TIE1 -0,25 CuUL2 -0,47 DUSP10 -0,21
TNFRSF21 -0,25 TIA1 -0,49 FAS -0,22
ACIN1 -0,28 PPM1B -0,55 MCLA1 -0,26
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PPP3CB -0,28 CASP8 -0,68 CUL4A -0,26
CHUK -0,29 MCLA1 -0,7 FADD -0,27
DAPK3 -0,29 TIA1 -0,28
PPP2R1B -0,29 PAWR -0,29
YWHAH -0,29 PPP3CC -0,31
RYK -0,34 FOXO3 -0,32
MAP3K11 -0,35 TIA1 -0,34
BCLAF1 -0,36 RIPK2 -0,34
DOCK1 -0,4 SOCS2 -0,37
F2R -0,4 CASP7 -0,37
SIAH1 -0,41 CALR -0,37
AHR -0,44 WEE1 -0,38
CASP8 -0,47 API5 -0,39
DUSP10 -0,48 MAP2K4 -0,41
MET -0,51 ABL2 -0,42
TP53 -0,52 CuL2 -0,44
ABL2 -0,54 PPP2R1B -0,45
IKBKG -0,54 SIAH1 -0,46
RELA -0,54 PPM1D -0,46
ARHGDIA -0,55 CHUK -0,5

SOCS2 -0,55 BCL2L1 -0,54
TIMP3 -0,55 TIA1 -0,56
CASP2 -0,59 CASP2 -0,56
CROP -0,59 RYBP -0,63
PRF1 -0,64 BCLAF1 -0,64
CALR -0,65 ARHGDIA |-0,74
WEE1 -0,66 CROP -0,78
ERBB2 -0,8 CLK1 -0,88
CLK4 -0,81 MET -0,91
BCL2L1 -0,82 CASP8 -0,97
BAG5 -0,9 CLK4 -0,99
CLK1 -0,92 BAG5 -1,08
MAP3K14 -1,35 BIRC3 -1,45
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Tab. A20: MA, Kombination gegen Einzelsubstanzen

verlasslich

gemessene

Expressionsveranderungen

(ca+filter1 Targets)

Gen = Gen Symbol, Expressionsveranderung dargestellt als Signal Log Ratio (SLR)

fett = SLR >1 oder < -1

TRD+TRAIL vs. TRD+TRAIL vs.
Gen TRD Gen TRAIL
TIE1 0,89 HSPA1A/B 2,96
AXL 0,85 GADDA45A 1,55
IRF2 0,76 SGK 1,45
ERBB2 0,71 NFKBIA 1,3
RELA 0,69 PPP1R15A 1,22
TIAF1 0,69 AXL 1,16
TIMP3 0,67 MYC 1,01
DUSP5 0,66 DUSP1 0,98
PPP1R15A 0,61 IRF1 0,84
LITAF 0,6 BTG1 0,84
IRF1 0,6 BCL2A1 0,52
TP53 0,57 BAG1 0,46
TYRO3 0,55 NEU1 0,41
LTBR 0,55 JUN 0,39
TYK2 0,54 ANXA4 0,37
SIPA1 0,54 GSTP1 0,31
TRAF4 0,53 CROP -0,24
DOCK1 0,53 CASP8 -0,24
CSK 0,52 PPM1D -0,31
ACIN1 0,52 API5 -0,32
ARHGDIA 0,49 TNFRSF10B -0,34
ABCA2 0,48 FOXO1 -0,37
TNFRSF25 0,47 RAD21 -0,38
TNFRSF1A 0,47 EGFR -0,39
FGFR1 0,47 DUSP10 -0,45
DNM2 0,47 NFKB1 -0,46
NFKBIA 0,45 FOXO3 -0,46
EPHB2 0,45 RYBP -0,49
IRF3 0,42 MCL1 -0,49
DDR2 0,42 DUSP3 -0,53
WEE1 0,38 BCLAF1 -0,56
E2F1 0,36 TP53 -0,58
BAK1 0,36 HELLS -0,61
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PPM1G 0,34 PPP2CB -0,62
FYN 0,31 DAPK3 -0,64
RYK 0,3 TNFAIP3 -0,67
DUSP1 0,3 SOCS2 -0,71
ACTN4 0,3 CLK1 -0,72
CTSB 0,28 IKBKG -0,74
HSPA1A/B 0,25 BAG5 -0,97
SART1 0,24 BCL2L1 -0,99
DHCR24 0,24 CLK4 -1,02
JUN 0,23 MET -1,05
PPP4C 0,22 CALR -1,23
PPP2R1A 0,21 MAP3K1 -1,32
GSTP1 0,21 MAP3K14 -1,34
YWHAH 0,2 CASP2 -1,7
PDCD4 0,18 ARHGDIA -1,95
FXR1 -0,24 BIRC3 -2,32
PHB -0,28

YES1 -0,29

CuL2 -0,38

CUL4A -0,39

CASP7 -0,42

BCLAF1 -0,42

CASP8 -0,49

MET -0,53

TFG -0,84

MCL1 -1,5
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Tab. A21: Validierung, Daten der PCR (SLR)

Tagman assay

ARGHGDIA
Hs00976924 g1

BIRC3

Hs00154109_m1 | Hs00169585_m1

GADD34

TRD+TRAIL vs. Kontrolle | -0,4205 -1,1638 1,2819
TRAIL vs. Kontrolle -0,1207 1,1627 0,2107
TRD vs. Kontrolle 0,0120 -0,3926 1,4327
TRD+TRAIL vs. TRAIL -0,2998 -2,3165 1,0712
TRD+TRAIL vs. TRD -0,4325 -0,7712 -0,1508

Tagman assay

HSPA1A
Hs00359163_s1

HSPA1B
01040501_+sH

MAP3K14
Hs01089753

TRD+TRAIL vs. Kontrolle | 3,8893 3,1561 -0,8706
TRAIL vs. Kontrolle 0,4395 0,4545 0,1833
TRD vs. Kontrolle 3,6653 3,56939 -0,7547
TRD+TRAIL vs. TRAIL 3,4498 2,7016 -1,0539
TRD+TRAIL vs. TRD 0,2240 -0,4378 -0,1159

Gene Symbol
Tagman assay

MAP3K1

Hs00394890_m1

GADDA45A

Hs00169255_m1

NFKBIA
Hs00153283_m1

TRD+TRAIL vs. Kontrolle

-0,5410

2,4504

2,3151

TRAIL vs. Kontrolle 0,0203 0,7523 1,5287
TRD vs. Kontrolle -0,1194 2,8888 2,5517
TRD+TRAIL vs. TRAIL -0,5613 1,6981 0,7864
TRD+TRAIL vs. TRD -0,4217 -0,4385 -0,2366
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Tab. A22: Validierung, Daten des Microarray (SLR)

Gene Symbol

Probeset

ARHGDIA
201167_x_at

ARHGDIA
LOC728908
201168_x_at

TRD+TRAIL vs. Kontrolle |-0,74
TRAIL vs. Kontrolle 1,19 0,43
TRD vs. Kontrolle -0,55 -0,28
TRD+TRAIL vs. TRAIL -1,95
TRD+TRAIL vs. TRD 0,49

BIRC3
210538 s _at

GADDA45A
203725_at

Gene Symbol
Probeset

NFKBIA
201502_s_at

TRD+TRAIL vs. Kontrolle |-1,45 1,46 2,47
TRAIL vs. Kontrolle 1,17
TRD vs. Kontrolle 1,33 2,03
TRD+TRAIL vs. TRAIL -2,32 1,55 1,3

TRD+TRAIL vs. TRD 0,45

Gene Symbol
Probeset

TRD+TRAIL vs. Kontrolle

HSPA1A

200799 _at
2,54

HSPA1A//1B
200800_s_at
3,28

HSPA1B
202581_at

2,45

TRAIL vs. Kontrolle

Gene Symbol

Probeset
TRD+TRAIL vs. Kontrolle

IER
214786_at

TRD vs. Kontrolle 2,49 2,99 2,06
TRD+TRAIL vs. TRAIL 2,61 2,96 2,44
TRD+TRAIL vs. TRD 0,25 0,43

MAP3K14
205192_at

GADD34
202014_at

TRAIL vs. Kontrolle

TRD vs. Kontrolle -1,35 0,95
TRD+TRAIL vs. TRAIL -1,32 -1,34 1,22
TRD+TRAIL vs. TRD 0,61
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Tab. A23: NFkB-ELISA, Rohwerte

SD = Standard Abweichung

Blank 0,074 [0,075 |0,124 0,091

Standard 1,623 1,432

Kontrolle 0,697 |0,726 |0,7115 0,6205 0,0205061
TRD 0,822 |0,747 |0,7845 0,6935 0,05303301
TRAIL 0,73 0,685 |0,7075 0,6165 0,03181981
TRD+TRAIL 1,036 |0,851 |0,9435 0,8525 0,13081475
Standard 0,477 0,386

Kontrolle 0,169 [0,175 0,172 0,081 0,00424264
TRD 0,149 |0,132 |0,1405 0,0495 0,01202082
TRAIL 0,149 |0,157 0,153 0,062 0,00565685
TRD+TRAIL 0,15 0,133 |0,1415 0,0505 0,01202082
p65/RelA Mittelwert (MW) | MW - Blank | SD ‘
Standard 2,844 2,753

Kontrolle 0,323 0,323 0,232

TRD 0,548 0,333 |0,4405 0,457 0,15202796
TRAIL 0,433 |[0,21 0,3215 0,342 0,15768481
TRD+TRAIL 0,639 (0,503 0,571 0,548 0,09616652
RelB Mittelwert (MW) | MW - Blank | SD ‘
Standard 1,11 1,019

Kontrolle 0,205 |0,161 0,183 0,114 0,0311127
TRD 0,136 |0,137 |0,1365 0,045 0,00070711
TRAIL 0,165 |0,154 |0,1595 0,074 0,00777817
TRD+TRAIL 0,129 |0,13 0,1295 0,038 0,00070711

Mittelwert (MW) | MW - Blank

0,268

Kontrolle 0,151 |0,158 |0,1545 0,06 0,00494975
TRD 0,151 |0,1761 |0,156 0,06 0,00707107
TRAIL 0,144 |0,155 |0,1495 0,053 0,00777817
TRD+TRAIL 0,157 [0,156 |0,1565 0,066 0,00070711
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Tab. A24: Gene, Zusatzinformationen

(Expression aller genannten Gene mehr als zweifach verandert im Experiment)

Name ‘ Synonyme ‘ Funktionen
NFKBIA nuclear factor of IkappaB-alpha, Proliferation von HT1080 Zellen
kappa light IkB-a, IkBa, Inhibitor | wird durch NFKB-abhangige
polypeptide gene of kappa B-alpha, Pathways vermittelt [28, 159].
enhancer in B-cells | MAD3, P40
inhibitor, alpha Die Invasivitat von HT1080
kann durch eine Reduktion der
NFKB-Aktivitat signifikant
vermindert werden [160].
Erhohte NFKB-AKktivitat fihrt zu
einer p53-abhangigen
Resistenz gegen Doxorubicin
[87].
HSPA1A/B | heat shock 70kDa HSP70, HSP72, Hochregulation von HSPA1A
protein 1A/B HSPA1 erhoht signifikant die
Chemosensitivitat von HT1080
gegenulber Mitomycin C [141].
Die Apoptose-induzierende
Wirkung von Taxanen auf
Sarkome kann durch
zusatzliche Behandlung mit
Stimulanzien der HSPA1A-
Expression verstarkt werden
[65].
SGK serum/glucocorticoid | serine/threonine- SGK induziert den NFKB-
regulated kinase protein kinase Sgk1, | Pathway und kann so in einigen
serum/glucocorticoid- | Zellen die Apoptose hemmen
regulated kinase 1, [249].
SGK1
GADDA45A | growth arrest and DDIT1, DNA- Hochregulation von GADD45A

DNA-damage-
inducible, alpha

damage-inducible
transcript 1,
GADD45, Growth
arrest and DNA-
damage-inducible
protein, GADD45
alpha

wird mit vermehrter Apoptose
und p53-unabhangigem
Zellzyklusarrest bei einer Reihe
von Weichgewebssarkomen in
Verbindung gebracht [254].

Es inhibiert Transkriptions-
faktoren, die das Tumor-
wachstum beglinstigen,
darunter auch die JNK-Kaskade
und NFKB [95, 114, 129, 157].
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Bei Rhabdomyosarkomen ist
die verstarkte Expression von
GADD45A mit weniger
aggressivem Tumorverhalten
assoziiert [97].

GADD45 vermag die TNF-
Rezeptor-vermittelte
Zytotoxizitat abzuschwachen
[157].

ARHGDIA |Rho GDP GDIA1, MGC117248, | In HT1080 Zellen werden hohe
dissociation inhibitor | RHOGDI, Rho GDI Level von Rho-GTP
(GDI) alpha 1, Rho-GDI alpha, beobachtet. Die Hemmung von
Rho GDP- Rho durch Fasudil, einen Rho-
dissociation inhibitor | Kinase-Inhibitor, fihrt zu
1 verminderter Tumorzellmotilitat
und -wachstum bei HT1080
Zellen [245] und wird mit der
Metastasierung diverser
anderer maligner Tumoren in
Verbindung gebracht [45, 153].
In HT1080 Zellen wird
ARHGDIA durch Doxorubicin
supprimiert [118].
GADD34/ protein phosphatase | GADD34, MyD116 Vermehrte Expression von
1, regulatory PPP1R15A durch
PPP1R15A (inhibitor) subunit Chemosensitizer kann den
15A Effekt von Zytostatika wie
Platinpraparaten potenzieren
[62] und geschieht
wahrscheinlich p53-unabhangig
[84].
MYC v-myc c-Myc, Myc proto- MYC bewirkt Apoptose durch
myelocytomatosis oncogene protein, JNK-abhangig erhdhte p53-
viral oncogene transcription factor Level [217, 247].
homolog (avian) p64
AXL AXL receptor oncogene tyrosine- | AXL beeinflusst das

tyrosine kinase

protein kinase
receptor UFO
precursor, UFO

Metastasierungspotential
maligner Zellen durch
Regulierung von Zellhaftung,
-motilitat und -invasivitat [140].

Es kann den TNFa-vermittelten
Zelltod mithilfe der
Phosphatidylinositol 3-Kinase
[197] und dem NFKB-Pathway
verhindern [51].
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MAP3K14 | mitogen-activated FTDCR1B, HS, MAP3K14 ist ein Bestandteil
protein kinase HsNIK, HSNIK, des TNF-Signaltransduktions-
kinase kinase 14 mitogen-activated wegs und aktiviert NFKB (IKKa)

protein kinase kinase | [195]. Der MAPkinase-Pathway
kinase 14, NFkB- kann durch Induktion von
inducing kinase, NIK, | Genen der GADD-Familie
serine/threonine- (GADD 34, GADD 45) zur
protein kinase NIK Apoptose flihren [188].

BIRC3 baculoviral IAP AlIP1, API2, BIRC3 ist mit Chemo-

repeat-containing 3 | apoptosis inhibitor 2, | Resistenzen bei Ewing-

Baculoviral IAP Sarkomen, Rhabdomyo-

repeat-containing sarkomen [107] und Prostata-

protein 3, clAP2, karzinomen assoziiert [145] und

CIAP2, C-1AP2, hemmt den TNFa-induzierten

HAIP1, HIAP1, hiap- | Zelltod, indem es die Formation

1, HIAP-1, IAP1, IAP | des TNF-Rezeptor 1

homolog C, inhibitor | supprimiert. Es beeinflusst die

of apoptosis protein | NFKB-Signaltransduktion in

1, MALT2, MIHC, Richtung Zell-Uberleben durch

RNF49, TNFR2- vermehrten Abbau von

TRAF signalling MAP3K14 [224].

complex protein 1

CALR calreticulin calregulin, Calreticulin gehort zur Familie

calreticulin precursor, | der Hitzeschockproteine und

cC1gR, CRP55, bindet mit hoher Affinitat an

CRTC, ERp60, TRAIL [55]. Nach Therapie mit

FLJ26680, grp60, Anthrazyklinen transloziert

HACBP, RO, SSA Calreticulin in die Tumorzell-
membran und provoziert eine
gegen den Tumor gerichtete
Immunantwort [29].

DUSP1 dual specificity CL100, dual DUSP inaktiviert die MAP-

phosphatase 1 specificity protein Kinasen [1] und kann Zellen vor

phosphatase 1, dual | Apoptose auslésenden Stimuli
specificity protein durch Chemotherapeutika
phosphatase hVH1, |schitzen [229].
HVH1, MAP kinase
phosphatase 1,
MKP1, MKP-1,
protein-tyrosine
phosphatase CL100,
PTPN10, VH1

JUN V-jun sarcoma virus | activator protein 1, JUN wird JNK-abhangig durch

17 oncogene
homolog

AP1, p39, proto-
oncogene c-jun,
transcription factor
AP-1

TRAIL inaktiviert und induziert
den apoptotischen Zelltod
maligner Zellen unter anderem
bei Osteosarkomen [67, 129].
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V-jun avian sarcoma
virus 17 oncogene
homolog

Die Herunterregulation von JUN
vermindert die Expression von
Matrix-Metalloproteinasen und
somit die Invasivitat von
HT1080 Zellen [172]. Dies wird
moglicherweise durch
Suppression der NFKB-
Aktivierung erreicht [158].

JUN ist bekanntermalen ein
Produkt der MAP2K4-
Aktivierung und vermittelt die
Apoptosedinduktion vieler
Chemotherapeutika [100, 114].

Hochregulation der Expression
von HSPA1A und JUN erhoéht
signifikant die Chemosensitivitat
von HT1080 gegeniber
Mitomycin C [141].

IRF1 interferon regulatory | MAR IRF1 hemmt das Zellwachstum

factor 1 und induziert Apoptose via
Aktivierung der Kaspasen 1 und
7 [184, 215]. Es hemmt NFKB-
abhangig die Aktivierung der
Matrix-Metalloproteinase-9
(MMP9) [185].

TNFAIP3 tumor necrosis A20, MGC104522, TNFAIP3 supprimiert die TNF-
factor, alpha- MGC138687, a-vermittelte NFKB-Signal-
induced protein 3 MGC138688, transduktion [37] und hemmt

Putative DNA- die TNF-induzierte Apoptose
binding protein A20, | und Nekrose [80].
TNFA1P2, Zinc

finger protein A20

BAG5 BCL2-associated BAG-5, BAG family | Mitglieder der BAG-Familie

athanogene 5 molecular chaperone | inhibieren Hsp70 und férdern
regulator 5, Zellwachstum und -Uberleben
KIAA0873 [36].
CLK4 CDC-like kinase 4 Dual specificity Mitglieder der CLK-Familie
protein kinase CLK4 | hemmen den intrinsischen
Apoptose-Pathway [213].
MET met proto-oncogene | c-Met, Hepatocyte Uberexpression von MET wird

(hepatocyte growth
factor receptor)

growth factor
receptor precursor,
HGF/SF receptor,
HGFR, HGF
receptor, Met proto-
oncogene tyrosine
kinase, RCCP2,

mit vermehrter Proliferation und
aggressivem Tumorverhalten
bei Sarkomen in Verbindung
gebracht [181]. Zelliiberleben,
Zellwachstum abhangig von
Zellkontakten sowie Invasivitat
sind in Sarkomen abhangig von
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Scatter factor
receptor, SF

MET [216].

receptor

MCLA1 Myeloid cell Bcl-2-related protein | MCL1 wird in einer Reihe von
leukemia sequence | EAT/mcl1, EAT, Weichgewebssarkomen
1 (BCL2-related) Induced myeloid exprimiert und fungiert anti-

leukemia cell apoptotisch. Inhibition von
differentiation protein | MCL1 in Kombination mit
Mcl-1, mcl1/EAT, niedrig dosiertem

MCL1L, MCL1S, Cyclophosphamid bewirkt
MGC104264, signifikant verstarkt Apoptose in
MGC1839, TM HT1080 Zellen [219].

MAP3K1 mitogen-activated MAPK/ERK kinase MEKK aktiviert MAPK und JNK.
protein kinase kinase 1, MAPKKK1, | Reduktion der MEKK-Aktivitat
kinase kinase 1 MEKK, MEKK1, vervielfacht den apoptose-

MEKK 1, MEK induzierenden Effekt von TNFa
kinase 1 auf Fibrosarkomzellen [241].
CASP2 caspase 2, apoptosis-related Casp2 gehort zur Familie der

apoptosis-related
cysteine peptidase
(neural precursor
cell expressed,
developmentally
down-regulated 2)

cysteine peptidase
(neural precursor cell
expressed,
developmentally
down-regulated 2),
CASP-2, Caspase-2
precursor, ICH1,
ICH-1L, ICH-1L/1S,
ICH-1 protease,
NEDD2

Kaspasen und vermittelt
Apoptose in Abhangigkeit von
NFKB und JUN, jedoch
unabhéangig von Fas [75].
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Tab. A25: NFkB, Untereinheiten
NFkB Literatur

Die Untereinheiten von NFkB sind Gegenstand einer Vielzahl von Studien, Erkenntnisse
Uber Funktion und Differenzierung der einzelnen Untereinheiten wurden vor allem durch

Forschung an neuronalen Zellen im Xenograft-Modell gewonnen.

NFkB besitzt finf Untereinheiten,
Gemeinsames Strukturelement: RHD (Rel-homology domain) [148]
- vermittelt die Dimerisierung
= Homodimere
= Heterodimere
- vermittelt die Bindung an regulatorische Abschnitte der DNA (sog. kB-Motive)
[148]
= (haufig) Aktivierung oder

= (selten) Repression der Transkription [81]

Es gibt 15 potentielle Dimere:
- davon 9 potentielle Aktivatoren der Transkription (vor allem die sehr haufigen
RelA:p50 Heterodimere) [148]
- p50:p50, p52:p52 und p50:p52 binden DNA, aktivieren aber die Transkription nur
bei Bindung spezifischer Ko-Aktivatoren [148]
- RelA:RelB, RelB:RelB und c-Rel:RelB binden nicht an DNA [82]

Zielgerichtete Transkriptions-Aktivierung ist maglich durch sog. TADs (transcription
activation domains)

- Bestandteil von Rel-Untereinheiten [82]

- nicht enthalten in p50, p52 [218]

= daher wahrscheinlich Repression durch p50- bzw. p52-Homodimere

p50 und p52 werden als inaktive Vorlauferproteine synthetisiert (p105 und p100) [40]:
- Aktivierung erfolgt durch Abspalten einer c-terminalen inhibitorischen Sequenz
(ARD — ankyrin repeat domain), erst dann ist eine DNA-Bindung mdglich
- Dimerisierung der Vorlaufer mit anderen Untereinheiten fihrt zu sich selbst
inhibierenden Komplexen [148]

- die ARD entspricht der inhibitorischen Komponente von IkB-Proteinen [148]

Die spezifische Interaktion einzelner Untereinheiten mit bestimmten Genen wurde gezeigt
z.B. fir:

- c-Rel mit JNK1 [186]

- c-Rel mit NIK [186]

- p50 mit c-Jun [38, 199, 208]

- RelA mit c-Jun [38, 199, 208]
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c-Rel

- Depletion von c-Rel in neuronalen Zellen (Maus/Ratte) verwandelte die Wirkung
von IL-1B (Entziindungsmediator) in Zytotoxizitat: offenbar spielt c-Rel eine
wichtige Rolle fiir das Uberleben dieser Zellen [168]

- Abweichungen im Kerngehalt an c-Rel-Dimeren beeinflussen die Schwelle
neuronaler Vulnerabilitdt gegeniber Ischamie [189]

- Tumorzellen weisen haufig vermehrt c-Rel auf [189]

- c-Rel-Dimere verstarken spezifisch die Expression des anti-apoptotischen Bcl-XL
[148]

p50 (NFkB1)
- Zusammenhang mit verstarkter Transkription des Bcl-2-Gens > Apoptose-
Inhibition [113]

RelA (p65)
- Beteiligung am induzierten Zelltod in neuronalen Zellen (Maus, Ratte) [168]

- Translokation von RelA bei Leukamie

p50:RelA
- agiert als Transkriptionsaktivator der pro-apoptotischen Bcl-2-Gene Bim und
NOXA [148]
Fazit:

- einzelnen Untereinheiten kann eine spezifische Rolle zugewiesen werden
- nicht nur die Untereinheiten, auch ihre Komposition sind ausschlaggebend fr
Einfluss auf Genexpression

- hohe Komplexitat der Wechselwirkungen, s.u.

Wechselwirkungen zusatzlich mit Proteinen au3erhalb der NFkB-Familie, z.B.:
- p50 und Rel A interagieren mit c-Jun [38, 199, 208]
- c¢c-Jun seinerseits interagiert mit IkBa und IkB [38, 199, 208]
- IkBa wiederum hemmt RelA durch Komplexierung von p50:RelA-Dimeren und
verhindert deren Bindung ans kB-Motiv [79]
- andere Mitglieder der IkB-Proteinfamilie (Bcl3, IkB{/MAIL, IKBNS) kénnen als Ko-

Aktivatoren fiir allein nicht transkriptionsaktivierende NFkB-Dimere wirken [148]

156



Abbildungen

Abb. A1: Sarkome 2009, n=63

Datenauszug aus dem Weichteiltumorregister des Institutes fir Pathologie, Univ.-

Klinikum Bochum (BHL), zur Verfigung gestellt von Prof. H.U. Steinau
* = Fibrosarkome: n=4

Abb. A2: Sarkome 2008, n=143
Datenauszug aus dem Weichteiltumorregister des Institutes flr Pathologie, Univ.-

Klinikkum Bochum (BHL), zur Verfligung gestellt von Prof. H.U. Steinau
* = Fibrosarkome: n=6
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Abb. A4: Dot-Plot Grafik, TRAIL

Apoptoseinduzierende Wirkung von TRAIL 50 ng/ml nach 2 (a), 6 (b), 12 (c) und 24
Std. (d) Inkubationszeit
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Abb. A5: Dot-Plot Grafik, TRD

Apoptoseinduzierende Wirkung von TRD 250 pmol/l nach 2 (a), 6 (b), 12 (c) und 24
Std. (d) Inkubationszeit
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Abb. A6: Dot-Plot Grafik, TRAIL + TRD

Apoptoseinduzierende Wirkung von TRAIL 50 ng/ml + TRD 250 ymol/l nach 2 (a), 6
(b), 12 (c) und 24 Std. (d) Inkubationszeit
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100 pm

Abb. A7: Zellwachstum einer unbehandelten HT1080 Kultur
Lichtmikroskopie: 12 (a), 24 (b), 36 (c), 48 (d) und 60 (e) Std. nach Aussaat
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Abb. A8: Vitale HT1080 Zelle

Durchlicht- (a) und Fluoreszenzaufnahme (b)
Farbung: Annexin/FITC, PI

162



Abb. A9: Fluoreszenzmikroskopie, Beispiele

apoptotische (a), nekrotische (b) sowie apoptotische und nekrotische (¢) HT1080
Zellen nebeneinander

Farbung: Annexin/FITC, PI
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Abb. A10: Microarray, Heat Map

Ergebnisse (catfilter1 Targets) als Heat Map: vor (a) und nach (b) Clustering
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