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1 Einleitung

1.1 Das humane Nierenzellkarzinom

Das humane Nierenzellkarzinom ist ein meistens von den Tubuluszellen der Niere ausgehender,
maligner Tumor. Es macht etwa 85% der malignen Nierentumoren und etwa 3 bis 4% der malig-
nen Tumoren insgesamt aus (SCHAEFER-PROKOP, 1998; WUNDERLICH et al., 1999). Der Erkran-
kungsgipfel liegt zwischen dem 40. und 70. Lebensjahr. Speziell das klarzellige Nierenzellkarzi-
nom ftritt grofRtenteils sporadisch auf, gelegentlich ist jedoch auch eine familiare Haufung zu be-
obachten, haufig in Verbindung mit dem Von Hippel-Lindau Syndrom (VHL), bei dem eine inakti-
vierende Mutation des Tumorsuppressorgens VHL vorliegt (NEUMANN et al., 1998).

Im humanen Nierenzellkarzinom werden verschiedene histologische Subtypen unterschieden
(THOENES et al., 1986). Mit einem Anteil von etwa 80% stellt das klarzellige Nierenzellkarzinom
den haufigsten Subtyp dar; das klare Aussehen der Zellen ist auf eine reichhaltige Ansammlung
von Glykogen, Phospholipiden und Neutralfetten zuriickzufiihren (STORKEL, 1999). Das papillare
(chromophile) Nierenzellkarzinom geht haufig mit einer Trisomie der Chromosomen 7, 16 und 17
sowie einem Verlust des Y-Chromosoms einher und macht etwa 10% aller Nierenzellkarzinome
aus. Sowohl das klarzellige, als auch papillare (chromophile) Nierenzellkarzinom leitet sich von
den Zellen des proximalen Tubulusepithel ab (KOvACS et al., 1991). Das sich von den Zellen der
Sammelrohrschaltstiicke ableitende chromophobe Nierenzellkarzinom umfasst ca. 5% aller Nie-
renzellkarzinome und geht in der Regel mit einem Verlust der Chromosom 1, 2, 6, 10, 13 und/oder
17 einher. Darlber hinaus gibt es noch weitere, sehr seltene Subtypen, die jeweils weniger als 1%
aller Nierenzellkarzinome ausmachen, wie beispielsweise das Sammelgangkarzinom (SPEICHER et
al., 1994; DECKER & STORKEL, 1998). Die Ursachen des Nierenzellkarzinoms sind nicht vollstandig
geklart. Als mogliche Risikofaktoren gelten jedoch Rauchen, Fettsucht, Langzeit-Dialyse, erwor-
bene Nierenzysten sowie eine Exposition gegentber Cadmium und Asbest (HEATH et al., 1997;
YUAN et al., 1998a; YUAN et al., 1998b).

Der wichtigste Prognose-limitierende Faktor fiir das Nierenzellkarzinom ist das Vorliegen einer
Fernmetastasierung. Oft liegen zum Zeitpunkt der Diagnose bereits Metastasen in anderen Orga-
nen vor. In diesem Stadium ist eine Heilung kaum noch mdglich. Das Nierenzellkarzinom metasta-
siert sowohl lymphogen als auch hdmatogen. Zu den haufigsten Metastasenlokalisationen z&hlen
die Lunge, die Lymphknoten, die Leber und das Skelettsystem. Weitere typische, jedoch seltenere
Lokalisationen sind die kontralateraler Niere, das Gehirn und das Herz. Da das Nierenzellkarzinom
weitgehend resistent gegentiber einer Chemo- und Strahlentherapie ist, besteht bei einem auf die
Niere begrenzten Nierenzellkarzinom die Therapie der Wahl in der chirurgischen Entfernung des
Tumors bzw. einer radikalen Nephrektomie. Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt in diesem Fall
98% (STEINBACH et al., 1992; MOTZER et al., 1997; STAEHLER & BRKoOVIC, 1999). Wahrend lokale,
auf die Niere begrenzte Tumore durch Tumorenukleation oder radikale Nephrektomie behandelt
werden, stellt sich die Therapie bereits metastasierter Nierenzellkarzinome schwieriger dar.
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Die systemische Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms wird trotz einer geringen p53-
Mutationshaufigkeit durch seine hohe Resistenz gegeniber Chemo- und Strahlentherapiestrate-
gien kompliziert (IARC p53 Database, http://www-p53.iarc.fr; WALLACE-BRODEUR & LOWE, 1999;
Soussi et al., 2000).

Die Ursachen fir die Chemotherapieresistenz sind grof3tenteils unbekannt, man geht aber davon
aus, dass diese Resistenz vor allem durch die Expression des MDR 1-Gens (Multidrug Resistance)
verursacht wird. Hauptverantwortlich fir den MDR-Phanotyp im Nierenzellkarzinom ist das p170-
Glykoprotein, eine membranstandige Effluxpumpe, die in der Lage ist, die intrazellulare Konzentra-
tion der Zytostatika zu verringern, und somit zur Entgiftung der Tumorzelle beitragt (FoJo et al.,
1987). Erste Therapieansatze mit Inhibitoren dieses Proteins waren jedoch enttduschend und
lassen erkennen, dass weitere Mechanismen an der Chemotherapieresistenz des Nierenzellkarzi-
noms beteiligt sein missen (HARTMANN & BOKEMEYER, 1999).

Daher ist es dringend nétig, neue Therapiekonzepte fir das Nierenzellkarzinom zu entwickeln.
Zuvor ist es jedoch erforderlich, die molekularen Mechanismen, die dem biologischen Verhalten
des Nierenzellkarzinoms zugrunde liegen, besser zu verstehen. Eine entscheidende Rolle schei-
nen dabei regulatorische Defekte im Apoptose-Signalweg zu spielen (GERHARZ et al., 1999; DE-
JOSEZ et al., 2000; RAMP et al., 2000, 2001, 2003; YAN et al., 2004; HEIKAUS et al., 2007), was im
Rahmen der vorliegenden Arbeit - speziell an dem am haufigsten auftretenden klarzelligen Subtyp
des Nierenzellkarzinoms (GERHARZ et al., 1993, 1994) - ndher untersucht werden sollte.

1.2 Tumorentstehung durch Defekte der Apoptose

Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt, ist ein physiologischer Prozess, der bei der
Entwicklung und Differenzierung von mehrzelligen Organismen von entscheidender biologischer
Bedeutung ist. Haben kdrpereigene Zellen ihre Funktion verloren oder sind fehl entwickelt und
drohen damit gefahrlich fir den Organismus zu werden, werden sie durch diesen Prozess elimi-
niert (JACOBSON et al., 1997).

Die Apoptose stellt somit das Gegengewicht zur Zellproliferation dar und garantiert damit das Zell-
gleichgewicht in Geweben, welches fur einen regelhaften Entwicklungsprozess des Gesamtorga-
nismus von entscheidender Bedeutung ist (WAGENER, 1999).

Liegen Mutationen oder genetische Anomalien vor, die mit einer Inaktivierung pro-apoptotischer
Gene wie z.B. p53 einhergehen oder zu einer vermehrten Expression anti-apoptotischer Faktoren
wie z.B. Bcl-2, XIAP, Survivin oder c-FLIP fiihren, wird dieses physiologische Gleichgewicht durch
Inhibierung der Apoptose gestort (VOGELSTEIN et al., 2000; TsuJIMOTO et al., 1985; TAMM et al.,
2000; RamP et al., 2002, 2004; YAN et al., 2004). Eine Reduzierung der Apoptose fuhrt durch die
ungehemmte Aktivierung der Zellzyklus-aktivierenden Signalwege z.B. durch die zellularen Proto-
Onkogene Myc (CORY et al., 1999), E2F1 (CAM & DYNLACHT, 2003) oder Ras und dessen Aktiva-
toren wie z.B. EGF- oder Her2-/neu-Rezeptor (HINGORANI & TUVESON, 2003) zu einem unkontrol-
lierten Wachstum und férdert hierdurch die Tumorentstehung (THOMPSON, 1995; CARSON &
RIBEIRO, 1993).
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Hat sich bereits ein Tumor manifestiert, kann eine Stérung der Apoptoseregulation zu einer Resis-
tenz des Tumors gegeniiber einer Behandlung mit Chemotherapeutika und Bestrahlung fiihren, da
Zytostatika und Bestrahlung durch Induktion apoptotischer Prozesse in der Lage sind einen Tumor
zu eliminieren (BARRY et al., 1990; HICKMAN, 1992; LOWE et al,. 1993; MULLER et al., 1998; BROWN
& WOUTERS, 1999; ZHIVOTOVSKY et al., 1999; VERHEIJ & BARTELINK, 2000; LowE, 2000; Igney &
Krammer, 2002; DEBATIN & KRAMMER, 2004; NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004).

Eine verminderte Apoptosehéaufigkeit begiinstigt das Uberleben und die Akkumulation entarteter
Zellen und somit die Entstehung von Tumoren. Eine gesteigerte Apoptosefrequenz hingegen fin-
det sich bei neurodegenerativen Erkrankungen wie Morbus Alzheimer und Morbus Parkinson,
ischamischen Herzerkrankungen wie Herzinfarkt und Schlaganfall sowie bei der HIV-induzierten
AIDS-Krankheit. (CARSON & RIBEIRO, 1993; THOMPSON, 1995; HETTS, 1998).

1.3  Ablauf der Apoptose

Im menschlichen Organismus sterben jeden Tag Milliarden von Zellen. Apoptose ist die haufigste
Form des eukaryotischen Zelltodes und wurde erstmals 1972 von John Kerr beschrieben (KERR et
al., 1972; WILLIAMS et al., 1992; RAFF, 1992; THOMPSON, 1995; JACOBSON et al., 1997; EDINGER &
THOMPSON, 2004). Das aus dem Griechischen stammende Wort "Apoptose" bezeichnet das Fallen
der Blatter im Herbst und gibt damit einen bildlichen Vergleich fiir das altruistische Absterben ein-
zelner Zellen zum Wohle des Gesamtorganismus (STEPHAN et al., 2000).

Die Apoptose ist ein aktiv regulierter, physiologischer Prozess, der in jeder Zelle ausgel6st werden
kann und wahrend der Evolution hoch konserviert wurde (REED, 1999; ARAVIND et al., 1999). Der
Zelltod durch Apoptose ist klar von der alternativen Form des Zelltodes, der Nekrose, abzugren-
zen, die durch Einwirkung exogener oder endogener Noxen ausgeldst wird. Ist der Prozess der
Apoptose aktiviert wird, kommt es zu charakteristischen morphologischen Veranderungen: die
betroffenen Zellen runden sich zunachst ab, schrumpfen und |6sen sich vom Zellverband, wobei
es zur Blaschenbildung ("blebbing") der intakten Zellmembran kommt. Charakteristisch fir die
Apoptose sind zudem eine Aufhebung der Membranasymmetrie durch Translokation des Phos-
phatidylserins von der inneren zur aufleren Seite der Membran sowie eine Kondensation des
Chromatins und eine durch Aktivierung von Endonucleasen induzierte Fragmentierung des Zell-
kerns (VERMES et al., 1995). SchlieRlich zerfallt die Zelle in kleine membranumschlossene Korper-
chen, die als "apoptotic bodies" bezeichnet werden. Im Gegensatz zur Apoptose ist die Nekrose
durch ein Anschwellen der Zelle charakterisiert. Dies fuhrt zur Zerstérung der Plasmamembran
und zur Freisetzung des Zellinhaltes in das umliegende Gewebe. Eine inflammatorische Reaktion
(Entzindung) mit Gewebeschadigungen ist die Folge (WAGENER, 1999).

In Abbildung 1.1 sind die morphologischen Veranderungen, die im Verlauf der Apoptose und der
Nekrose auftreten, schematisch gegeniibergestellt.
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Wegbereitend flr das Verstéandnis der Apoptose waren genetische und biochemische Untersu-
chungen am Nematoden Caenorhabditis elegans. Analoge und homologe Gene konnten spater
auch in anderen Organismen, einschlieBlich der Sauger, identifiziert werden (HENGARTNER & HOR-
VITZ, 1994; Zou et al., 1997).

Grundsatzlich lassen sich drei Phasen im Verlauf der Apoptose unterscheiden: In der ersten Pha-
se, der Induktionsphase, wird die Apoptose durch ein Signal, wie z.B. Bindung eines zytotoxischen
Liganden (1.5.2), Schadigung der DNA (1.8), Entzug von Wachstumsfaktoren oder fehlende Zell-
kontakte aktiviert (FRISCH & FRANCIS, 1994). In der darauf folgenden Effektorphase werden die
induzierten Stoffwechselprozesse durchlaufen und flhren durch die Aktivierung von Proteasen
und Nukleasen zum Zelltod. In dieser Phase entwickelt die Zelle die charakteristischen morpholo-
gischen Merkmale der Apoptose. In der dritten Phase, der Degradationsphase, werden die Zellres-
te von Makrophagen oder benachbarten Zellen phagozytiert und schliel3lich vollstandig abgebaut.

Ob ein Stimulus tatsachlich zur Auslésung der Apoptose fuhrt, hangt vom Zustand der Zelle bzw.
vom Gleichgewicht einer Vielzahl pro- und anti-apoptotischer Faktoren ab. Ist jedoch der soge-
nannte "point of no return" Uberschritten, ist ein Weiterleben der Zelle nicht mehr mdglich und die
Zelle geht unwiderruflich zugrunde.

- Zellschrumpfung - Entstehung von "apoptotic bodies" - Schnelle Phagozytierung von
- Organellen bleiben intakt - Fragmentierung von Zellkern / DNA "apoptotic bodies"
- Ausstiilpungen der Zelle ("blebs") - Organellen sind intakt - keine Entziindung

- Chromatinkondensation

Apoptose

Nekrose

- Anschwellen von Zelle und Zellkern - Organellen platzen

- Schadigung von Organellen - Zelle lysiert
- Freisetzung zellularer Komponenten
- Entziindung

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der morphologischen Unterschiede zwischen Apoptose und Nekrose
(Modifiziert nach STELLER, 1995)
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1.4 Caspasen als Vermittler apoptotischer Signale

Eine zentrale Rolle sowohl im extrinsischen als auch im intrinsischen Apoptose-Signalweg spielen
die Caspasen, eine Familie von intrazellularen Proteasen, die auch als Effektormolekiile der
Apoptose bezeichnet werden (Abb. 1.2). Der Name "Caspase" leitet sich von ihrer Wirkungsweise
ab: Caspasen gehdren der Ubergeordneten Gruppe der Cystein-Proteasen an und spalten ihre
Substrate nach einem Aspartatrest in der Polypeptidkette (Cystein-Aspartat-Protease). Die Pro-
tease ICE (Interleukin-1B-Converting Enzyme, Caspase-1) war die erste Caspase, die in humanen
Zellen entdeckt wurde. Eine direkte Beteiligung der Caspasen an der Apoptose konnte jedoch
erstmalig durch Untersuchungen an C. elegans belegt werden (YUAN et al., 1993).

Bislang konnten Spezies-ubergreifend 14 Caspasen - davon 11 im menschlichen Genom - identifi-
ziert werden, wobei 7 eine entscheidende Rolle im Apoptose-Signalweg spielen (EARNSHAW et al.,
1999) (Abb. 1.2a). Caspasen werden als Zymogene (Abb. 1.2b), d.h. als inaktive Vorstufen des
aktiven Enzyms, synthetisiert. Die inaktiven Pro-Enzyme werden auch als Pro-Caspasen bezeich-
net. Sie bestehen aus einer N-terminalen Pro-Domane, der in der Peptidsequenz eine grolRe (ca.
20 KDa) und eine kleine (ca. 10 KDa) Untereinheit folgen, die iber kurze Linker-Peptide miteinan-
der verbunden sind. Eine Aktivierung der Caspasen erfolgt durch die Abspaltung der Pro-Domane,
die proteolytische Spaltung zwischen den beiden Untereinheiten sowie die anschliefiende Assozi-
ation der kleinen und der grof3en Untereinheit zu einem Heterodimer. AnschlieRend formen zwei
solche Heterodimere ein Tetramer mit zwei katalytischen Zentren an gegenuberliegenden Seiten
des Enzyms und bilden die katalytisch aktive Einheit von Caspase in Form eines o2p2-
Heterotetramers (WALKER et al., 1994; WILSON et al., 1994; ROTONDA et al., 1996; RIEDL et al.,
2001).

1
a 20 10 : b
P . P , I inaktives Zymogen  Caspase
28 ) 175 277 I Pro-Caspase
5 —— —— —
23} 196 | 303, I Pro-Doméane p20 p10
B T ([Effektr |
23 | 17914 293 | Caspasen : Autoproteolyse
[ | des Intermediats
216 | 374 | 479 :  S— | ) —
IIDEDII0ED] —| | N
219 | 415 | 521 :
Caspase-10|[BIDED]__IDEDI [ Initiator- ! [ — ‘/i
315 416 |
v Caspasen
CARD = | (p20/p10),
125 } 316 § 435 ' Tetramer
CARD t- _ : aktives Enzym

Abb. 1.2: Die Familie der Apoptose-relevanten Caspasen. (a) Schematische Ubersichtsdarstellung der Initiator- und
Effektor-Caspasen gemaR ihrer aus der Homologie abgeleiteten Verwandtschaft. Die Pro-Domanen innerhalb der Initiator-
Caspasen besitzen die fiir die Proteininteraktion essentiellen Sequenzmotive DED (Death Effector Domain) und CARD
(Caspase Recruitment Domain). Pfeile markieren die zur Aktivierung verwendeten Spaltstellen. (b) Ubersichtsdarstellung
des allgemeinen Aktivierungsprinzips der Effektor-Caspasen. Die Abspaltung der kleinen Untereinheit (p10) durch bereits
aktivierte Caspasen fuhrt zur auto-proteolytischen Freisetzung der Pro-Doméane und zur Bildung der aktiven Caspasen,
einem Heterotetramer aus jeweils zwei kleinen und zwei grof3en Untereinheiten (Modifiziert nach RIEDL & SHI, 2004;
WETHKAMP, 2006 [Dissertation])
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Die Caspasen kdnnen nach Grofde ihrer Pro-Domane in Initiator- und Effektor-Caspasen unterteilt
werden (EARNSHAW et al., 1999). Caspasen mit einer langen Pro-Domane (bis zu 219 Aminosau-
ren), zu denen Caspase-2, -8, -9 und -10 gehdren, sind in die Initiation apoptotischer Vorgange
involviert und werden daher als Initiator-Caspasen bezeichnet. Caspasen mit einer kurzen Pro-
Domaéane (ca. 20-30 Aminosauren), zu denen Caspase-3, -6 und -7 zahlen, werden als Effektor-
Caspasen bezeichnet. Diese sind innerhalb der Caspasen-Kaskade hierarchisch untergeordnet
und werden erst durch die aktivierten Initiator-Caspasen aktiviert und prozessiert. In den langen
Pro-Doméanen der |Initiator-Caspasen sind regulatorische Doméanen lokalisiert, Caspase-
Rekrutierungsdoméanen (CARD) im Falle von Caspase-2 und -9 sowie eine Todeseffektordomane
(DED; Death Effector Domain) im Falle der Caspase-8 und -10. Hiertiber kénnen die Initiator-
Caspasen mit Adaptermolekilen interagieren, die fur ihre Aktivierung erforderlich sind (BRAKE-
BUSCH et al., 1992; CHINNAIYAN et al., 1995; BOLDIN et al., 1995b).

Die Aktivierung der Effektor-Caspasen flihrt durch proteolytische Spaltung zellularer Substrate, die
beispielsweise an der Aufrechterhaltung der Zellstruktur, der Signaltransduktion oder dem DNA-
Metabolismus beteiligt sind, zum Tod der Zelle. In Tabelle 1.1 sind einige der wichtigsten Caspa-
se-Substrate und ihre Funktion innerhalb der Zelle dargestellt. Weitere Substrate sind in der Da-
tenbank "The CASBAH" unter http://bioinf.gen.tcd.ie/casbah/ frei zuganglich (LUTHI & MARTIN,
2007).

Tab. 1.1: Alphabetische Auflistung verschiedener Caspase-Substrate

SIGNALTRANSDUKTION DNA-/RNA-METABOLISMUS ZYTOSKELETT SONSTIGE FUNKTIONEN
Akt p49 Acinus Aktin APC

APAF-1 p53 ATM Cortaktin APP

Bad PAK2 CAD Cytokreatin Ataxin-3/-7
Bcl-2 PKC-3, -n, -0 Cdc27 Desmoglein-1 Atrophin-1
Bcel-X, PKC-p DNA-PKcs Desmoplaktin Calpain

Bid PRK2 Gelsolin HS1 Calpastatin
Cyclin E Pro-Caspasen hnRNPs Filamin-A/-B Calsenilin
c-FLIP Ras-GAP ICAD HIP-55 GAL4

c-IAP1 Rb Lamin Kinektin HSF

I-xBa. RIP-1 PARP Plakophilin-1 Hsp90

MEKK1 TAF6 Rad9 ROCK-1 Huntingtin
NF-xB-p50/-p65 TRAF-1/-3 RAD51 Spektrin Presenilin-1/-2
p21CFYWAR XIAP XRCC4 Vinkulin Tau

Die in dieser Arbeit untersuchten Faktoren sind hervorgehoben. Modifiziert nach LUTHI & MARTIN, 2007

Neben der Caspase-abhangigen Form der Apoptose existiert auch eine Caspase-unabhangige
Variante des programmierten Zelltodes, bei der die proteolytische Degradation der Zelle bei-
spielsweise durch lysosomale Proteasen der Cathepsin-Familie initiiert wird. Die Caspasen spielen
somit zwar eine zentrale Rolle innerhalb der Apoptose, die Zelle scheint aber zuséatzliche, alterna-
tive "Sicherheitsmechanismen" entwickelt zu haben, sodass der programmierte Zelltod auch unter
Caspase-unabhangigen Bedingungen ablaufen kann (BROKER et al., 2005).
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1.5 Signalwege des apoptotischen Selbstmordprogramms

Bei Saugerzellen existieren zwei wesentliche Signalwege der Apoptose, die als extrinsischer und
intrinsischer Signalweg bezeichnet werden. Der intrinsische (mitochondriale) Signalweg wird bei-
spielsweise durch Zytostatika, ionisierende Strahlung, DNA-Schadigung oder Aktivierung des Tu-
morsuppressorgens p53 induziert und flhrt zu einer Aktivierung der Mitochondrien mit nachfol-
gender Induktion der Initiator-Caspase-9 und schlie3lich zur Aktivierung der Effektor-Caspasen.
Der extrinsische (Rezeptor-vermittelte) Signalweg hingegen wird durch die Bindung von zytotoxi-
schen Liganden an sogenannte "Todesrezeptoren” initiiert (RIEDL & SHI, 2004).

1.5.1 Der mitochondriale Signalweg der Apoptose

Mitochondrien spielen eine zentrale Rolle im Energiestoffwechsel der Zelle. Dariber hinaus neh-
men sie ebenfalls eine bedeutende Funktion innerhalb der Apoptose ein (KROEMER, 1998; OR-
RENIUS, 2004). Der Zusammenbruch des mitochondrialen Transmembranpotentials wird ebenso
wie die DNA-Fragmentierung und die Chromatinkondensation als eines der frihesten Anzeichen
im Apoptoseprozess beschrieben (PETIT et al., 1995; ZaMzAMI et al., 1995). Die Anderung des
Transmembranpotentials entsteht dabei durch die Offnung eines Porenkomplexes (PTPC, perme-
ability transition pore complex) an der Kontaktseite zwischen innerer und duf3erer Mitochondrien-
membran.

Der PTP-Komplex setzt sich zusammen aus dem Adenin-Nukleotid-Transporter (ANT), dem span-
nungsabhangigen Anionenkanal (VDAC; Voltage Dependent Anion Channel), der Hexokinase
(HK), der Creatinkinase (CK), dem Benzodiazepin-Rezeptor (PBR; Peripheral-type Benzodiazepi-
ne Receptor) und Cyclophilin D und bildet dabei die mitochondriale Permeabilitats-Transitionspore
aus, die unter anderem an der Regulation der Ca”"-Konzentration und des pH-Wertes der mito-
chondrialen Matrix beteiligt ist (HALESTRAP et al., 2002). Das Offnen der PT-Pore fiihrt zum irrever-
siblen Zusammenbruch des mitochondrialen Membranpotentials und aufgrund der Hyper-
osmolaritédt der mitochondrialen Matrix zu einer Volumenzunahme der Matrix (LY et al., 2003).
Eine solche Matrixschwellung fuhrt letztlich zur Ruptur der auReren Mitochondrienmembran.
Dadurch gelangen im intra-membranaren Zwischenraum gelegene pro-apoptotische Faktoren wie
Pro-Caspase-2, AlF (Apoptosis Inducing Factor) und Cytochrom c ins Zytoplasma (LIU et al., 1996;
SUSIN et al., 1999a; SusIN et al., 1999b).

Cytochrom c, welches in vitalen Zellen bei der oxidativen Phosphorylierung eine entscheidende
Rolle als Elektronencarrier spielt, nimmt auch im Hinblick auf die mitochondriale Apoptose eine
zentrale Stellung ein. Cytochrom c¢ bindet in einer ATP-/dATP-abhangigen Reaktion im Zytosol
den allosterischen Faktor APAF-1 (Apoptotic Protease Activating Factor-1) und bewirkt dadurch
eine Konformationsanderung des Proteins. Durch diese Konformationsénderung wird die Protein-
bindedomane CARD von APAF-1 zuganglich, sodass sie an die CARD-Domane der Pro-Caspase-
9 binden kann (vgl. 1.4). Durch diesen als Apoptosom bezeichneten "Holoenzym"-Komplex wird
Caspase-9 aktiviert und nachfolgend Uber Aktivierung von Effektor-Caspasen die Apoptose initiiert
(LI et al., 1997; SLEE et al., 1999; YANG et al., 2001).
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1.5.1.1 Die Bcl-2-Familie: Modulatoren der intrinsischen Apoptose

Von besonderer Bedeutung fir die Regulation der mitochondrialen Apoptose sind die Mitglieder
der Bcl-2-Proteinfamilie (B-cell lymphoma-2), von denen mittlerweile Gber 20 Mitglieder identifiziert
werden konnten (WALENSKY, 2006).

Bcl-2 besitzt insgesamt vier verschiedene Bcl-2-homologe Doméanen (BH), von denen in allen Bcl-
2 Familienmitgliedern mindestens eine vorhanden ist. Die Bcl-2 Familie kann aufgrund von funkti-
onellen Kriterien in Proteine mit anti-apoptotischer und pro-apoptotischer Wirkung unterschieden
werden. Die anti-apoptotischen Bcl-2 Mitglieder, zu denen Bcl-2, Bcl-X|, Bel-w und Mcl-1 gehéren,
verfigen mindestens Uber eine BH1- und BH2-Domane. Die pro-apoptotischen Mitglieder werden
in die so genannte "BH3-only"- und in die "Multidomanen" (BH1-3) Gruppen unterteilt. Die apopto-
tischen Proteine Bak und Bax weisen die BH-Domanen 1 bis 3 auf, wahrend die Gruppe der BH3-
only-Proteine, zu welcher die Proteine Bid, Bim, Bad, Bcl-Xgs, Puma und Noxa zahlen, lediglich
durch die Prasenz der BH3-Domane gekennzeichnet ist (GROSS et al., 1999). Die antagonisti-
schen Faktoren Bcl-Xg und Bcl-X, werden dabei von demselben Gen kodiert und stellen alternativ
gespleildte Isoformen eines Genlocus dar (CHAO & KORSMEYER, 1998).

Einige anti-apoptotische Proteine, wie z.B. Bcl-2 oder Bcl-X,, verfigen Uber eine zuséatzliche
Transmembrandomane im C-Terminus, mit der sie in der auleren Mitochondrienmembran, aber
auch in der Membran des ER oder Zellkerns verankert sein konnen (KRAJEWSKI et al., 1993).

Aufgrund von strukturellen Ahnlichkeiten zwischen Bcl-2-Proteinen und verschiedenen Poren-
bildenden bakteriellen Toxinen, wie z.B. Diphtheria-Toxin oder Colicin, entwickelte sich die Theo-
rie, dass Mitglieder dieser Proteinfamilie an der Regulation der Permeabilisierung der dufleren
Mitochondrienmembran wahrend der Apoptose beteiligt sind (MUCHMORE et al., 1996; MINN et al.,
1997). Tatsachlich konnte durch in vitro Untersuchungen fur Bax, Bcl-2, Bcl-X, und der prozes-
sierten Form von Bid (1Bid; trunkiertes Bid), diese Poren-bildende Aktivitdt nachgewiesen werden
(ANTONSSON et al., 1997; SCHLESINGER et al., 1997; SCHENDEL et al., 1997; SCHENDEL et al., 1998;
SCHENDEL et al., 1999).

Nach heutiger Vorstellung flhrt unter Apoptose-aktivierenden Stimuli eine direkte oder tBid-
induzierte Oligomerisierung von Bax und Bak zur Insertion und Ausbildung von Poren in der duf3e-
ren mitochondrialen Membran, wodurch pro-apoptotische Faktoren, wie z.B. Cytochrom c, freige-
setzt werden. Die Sensitivitat einer Zelle gegeniiber Apoptose unterliegt dabei dem Gleichgewicht
zwischen pro- und anti-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie, die aufgrund ihrer BH-
Domaénen interagieren und sich durch Bildung von Homo- und Heterodimeren gegenseitig regulie-
ren kénnen (GRosSs et al., 1999).
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1.5.2 Der Rezeptor-vermittelte Signalweg der Apoptose

Ein weiterer Mechanismus des apoptotischen Zelltodes, der extrinsische oder Rezeptor-vermittelte
Apoptosesignalweg, wird durch Bindung von extrazelluldren zytotoxischen Liganden, so genann-
ten Todesliganden, an membranstandigen Rezeptoren an der Zelloberflache induziert.

Zu dieser Gruppe gehoren zahlreiche Mitglieder der TNF (Tumour Necrosis Factor)-Rezeptor-
Superfamilie. Hierzu zahlen beispielsweise TNF-R1 (p55/CD120a), CD95 (Fas/APO-1), die
TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5 sowie DR3 (TRAMP/APO-3/WSL-1/LARD) und DR6. Aufgrund
ihrer Todesdomane werden diese Rezeptoren auch "Todesrezeptoren" (DR; Death Receptor)
genannt (BAKER & REDDY, 1996).

Bei den Todesrezeptoren handelt es sich um Typ-I-Transmembranproteine, die sich alle dadurch
auszeichnen, dass ihr extrazellularer Bereich aus hoch konservierten Cystein-reichen Domanen
(CRD) aufgebaut ist, wobei eine CRD jeweils aus 6 Cystein-Resten besteht und die einzelnen
Domaéanen durch 40 Aminosauren voneinander getrennt sind (SMITH et al., 1993). Dariber hinaus
weisen Todesrezeptoren - im Gegensatz zu anderen Vertretern der TNF-Rezeptor-Familie, wie
beispielsweise DcR1 und DcR2 - eine aus 80 Aminosauren zusammengesetzte, N-terminale, int-
razellulare Domane auf, die es ermoglicht, zytotoxische Signale weiterzuleiten und daher als "To-
desdoméane” (DD; Death Domain) bezeichnet wird (TARTAGLIA et al., 1993).

Die Aktivierung der Todesrezeptoren erfolgt durch Bindung der korrespondierenden trimerisierten
Liganden (Todesliganden). Hierdurch bilden sich membrangebundene Komplexe aus. Disulfid-
brickenbindungen zwischen den Cystein-Resten der CRDs tragen zur Stabilitédt der Liganden-
Rezeptorkomplexe bei (BANNER et al. 1993). Durch Bindung des Liganden wird eine Caspasen-
Kaskade induziert, die zur Apoptose dieser Zelle fiihrt (SMITH et al., 1993; CHINNAIYAN et al.,
1995).

Neben der Aktivierung von Caspasen kann das Signal der Todesrezeptoren in die proliferations-
stimulierenden Signalwege einminden (vgl. Abb. 1.4): Im TNF-R1-System war es erstmals mdg-
lich zu zeigen, dass durch die Vermittlung von TRADD, RIP und TRAF-2 als Adaptermolekile
anstelle einer Aktivierung der Caspasen die Aktivierung des NF-xB (Nuclear Factor-xB) oder der
Serin/Threonin-Kinasen JNK/SAPK (c-Jun NH2-terminalen Kinase/Stress-Aktivierte Proteinkinase)
und Akt/PKB (Proteinkinase B) ausgelost werden kann (FALSCHLEHNER et al., 2007). Diese Fakto-
ren sind an der Regulation von diversen zellularen Prozessen wie Immunantwort, Stress-Adaption,
Proliferationskontrolle und Apoptose beteiligt (CHU, 2013; MEYLAN & TscHOPP, 2005). Jedoch kdn-
nen Zelltyp-spezifisch die korrespondierenden Signalwege miteinander interagieren und somit das
zelluldre Gleichgewicht zwischen Uberleben und Apoptose bestimmen (GUICCIARDI & GORES,
2009).

Alle Liganden mit Ausnahme von NGF (Nerve Growth Factor) werden der Familie der TNF-
Cytokine zugerechnet und weisen im extrazellularen C-Terminus einen ebenfalls hoch konservier-
ten Bereich auf, der mit dem entsprechenden Rezeptor interagiert (GRUSS, 1996). Diese Liganden,
zu denen beispielsweise CD95L, TNFa und TRAIL zahlen, sind meist Typ-ll-Membranproteine.
Neben der membrangebundenen Form kdnnen sie auch in I6slicher Form vorliegen (MARIANI &
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KRAMMER, 1998), wenn sie durch spezifische Metalloproteasen aus ihrer membranaren Form frei-
gesetzt werden (MCGEEHAN et al., 1994; KAYAGAKI et al., 1995; KIMBERLEY & SCREATON, 2004).

In jingster Zeit wurde insbesondere dem TRAIL-System eine herausragende Rolle bei der geziel-
ten Induktion des apoptotischen Zelltodes in Tumorzellen zugeschrieben. Ein Schwerpunkt der
vorliegenden Untersuchung war daher die Analyse des Apoptose-induzierenden TRAIL-Systems
im humanen klarzelligen Nierenzellkarzinom.

1.6 Das TRAIL-System

Der Todesligand TRAIL/Apo2L (TNF-Realeted Apoptosis Inducing Ligand/Apoptosis 2 Ligand) und
seine vier korrespondierenden Rezeptoren sind ein eng mit dem CD95-System verwandtes und
ebenfalls zur TNF-Familie gehérendes Regulationssystem der Apoptose, welches im Jahre 1995
identifiziert wurde (SCHAEFER et al., 2007; LEBLANC & ASHKENAZI, 2003).

Im Gegensatz zu CD95L und TNFa weist TRAIL ein sehr breites Expressionsspektrum in vielen
normalen und entarteten Zellen auf (WILEY et al., 1995; PITTI et al., 1996; DEGLI-ESPOSTI et al.,
1997; WALCZAK et al., 1997).

Humanes TRAIL besteht aus 281 Aminosduren und wird als Typ-ll-Transmembranprotein expri-
miert, dessen extrazelluldre Domane durch Metalloproteasen abgespalten werden kann und dann
in vivo als aktive l6sliche Form vorliegt; diese I0sliche Form bildet Homotrimere aus, welche zur
Rezeptoraktivierung jeweils drei Rezeptormolekile zwischen ihren drei Untereinheiten binden
(HymowiTz et al., 1999). An jeder Untereinheit des trimeren Proteins ist ein Zink-lon gebunden,
welches entscheidend zur Stabilitdt und somiz zur biologischen Aktivitat des Liganden beitragt
(Hymowitz et al., 2000). Zwei im Menschen entdeckte TRAIL-Spleilvarianten (TRAIL-y und -B)
zeigen ein verringertes Apoptosepotenzial, das auf eine Veradnderung der extrazelluldren Bin-
dungsdomane zuriickzufiihren ist (KRIEG et al., 2003).

Innerhalb der Mitglieder der TNF-Familie hat das TRAIL-System eine Sonderstellung, da es neben
den beiden agonistischen Apoptose-induzierenden Todesrezeptoren DR4 (TRAIL-R1/APO-2) und
DR5 (TRAIL-R2/TRICK2/KILLER) auch die antagonistischen Apoptose-inhibierende Rezeptoren
DcR1 (TRAIL-R3/TRID/LIT) und DcR2 (TRAIL-R4/TRUNDD) umfasst (LEBLANC & ASHKENAZI,
2003; SCHAEFER et al., 2007) (Abb. 1.3).

Die TRAIL-Rezeptoren DR4 und DRS sind strukturell hoch homolog und bestehen aus einem ext-
razelluldren Bereich mit zwei fUr die Aktivierung essentiellen CRDs, einer transmembranéren Re-
gion und aus einem intrazelluldren Bereich, der die 76 Aminosduren umfassende Todesdomane
beinhaltet, welche flir die Aktivierung des apoptotischen Signalweges notwendig ist. DR5 kann in
zwei alternativen SpleilRvarianten (TRICK-2A und TRICK-2B) vorliegen, die sich in 23 Aminosau-
ren zwischen ihrer Transmembrandomane und dem Beginn der ersten CRD unterscheiden, jedoch
funktionell zu keinem Unterschied zu fihren scheinen (KIMBERLEY & SCREATON, 2004).
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Die Bindung von TRAIL an DR4/DR5-Rezeptoren flihrt zur Aktivierung ihrer Todesdomanen und
I6st die Caspasen-abhangige Form des programmierten Zelltodes aus (MCFARLANE et al., 1997,
PAN et al., 1997, SCREATON et al., 1997, SHERIDAN et al., 1997, WALCZAK et al., 1997). Jedoch
kann dies auch - ebenso wie bei TNF-R1 und CD95 - die Aktivierung eines Signalweges initiieren,
der das Uberleben der Zelle fordert (siehe 1.5.2).

Die Rezeptoren DcR1 und DcR2 verfigen zwar ebenfalls Uber eine extrazellulare TRAIL-
Bindungsdoméne mit zwei CRDs, sie besitzen jedoch keine funktionelle Todesdoméane. Wahrend
DcR1 lberhaupt keine zytoplasmatische Domane besitzt, verfligt DcR2 lediglich Giber eine ver-
kirzte zytoplasmatische Domane, da ihm 52 der 76 Aminosauren, die die vollstandige Todesdo-
mane kodieren, fehlen. DcR2 ist daher - ebenso wie DcR1 - nicht in der Lage, Apoptose zu initiie-
ren (MCFARLANE et al., 1997, MARSTERS et al., 1997, SHERIDAN et al., 1997; PAN et al., 1997b; PAN
et al.,, 1998). DcR1 und DcR2 werden daher als Decoy(Schein)-Rezeptoren bezeichnet. Von
KRIEG et al. (2006) wurde eine neue SpleiBvariante des Decoy-Rezeptors DcR2 (TRAIL-R4-B) im
Menschen beschrieben. Das Fehlen von Exon 3 des kodierenden Gens fuhrt zur Verkirzung der
ersten vollstandigen CRD, welche fir die TRAIL-Bindung essentiell zu sein scheint (KRIEG et al.,
20086).

Mit Osteoprotegerin (OPG) existiert ein weiterer TRAIL-Rezeptor, der im Vergleich zu den gesam-
ten TRAIL-Rezeptoren nur eine geringe Affinitat zu TRAIL aufweist und moglicherweise Uberge-
ordnet mit der Regulation der Osteoklastenbildung verbunden ist (EMERY et al., 1998).

TRAIL TRAIL-Bl-y
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Apoptosepotenzial | Apoptosepotenzial
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Abb. 1.3: Die Rezeptoren des TRAIL-Systems (Fur Erlauterungen siehe Text)
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Mégliche Griinde fir die einzigartige Komplexitat des TRAIL-Rezeptorsystems im Menschen sind
bislang noch weitgehend unbekannt. Anfangs wurde vermutet, dies kénne die Ursache der selek-
tiven Wirkung von TRAIL an Tumorgewebe unter Aussparung gesunder Zellen sein, da man da-
von ausging, dass die Decoy-Rezeptoren vermehrt auf gesundem Gewebe ausgebildet seien und
dadurch schon rein quantitativ die Wirkung von TRAIL an DR4 und/oder DR5 verringern wiirden
(ALMASAN & ASHKENAZzI, 2003). Die ersten Untersuchungen konnten jedoch keine Erklarung fur die
ubiquitdre Expression der Decoy-Rezeptoren im gesunden Gewebe nachweisen (DANIELS et al.,
2005). lhre Rolle in der Regulation der TRAIL-Antwort wird deshalb als eher gering angesehen
und bleibt die Frage nach den Ursachen des vielgestaltigen TRAIL-Rezeptorsystems weiterhin
ungeklart.

1.6.1 Der TRAIL-vermittelte Apoptosesignalweg

Der Verlauf der durch TRAIL vermittelten Apoptose entspricht im Wesentlichen dem einer CD95L-
induzierten Apoptose. Die TRAIL-vermittelte Apoptose kann unabhangig Uber die Todesrezepto-
ren DR4 oder DRS5 induziert werden (WALCzAK & HAAS, 2008). In Zellen, die gleichzeitig DR4 und
DRS exprimieren, kann es zur Bildung von Rezeptor-Heterokomplexen kommen (WAGNER et al.,
2007).

Wie in Abbildung 1.4 schematisch dargestellt, erfolgt die DR4- bzw. DR5-Rezeptor-vermittelte
Apoptose-Induktion - vergleichbar der CD95-induzierten Apoptose - ebenfalls durch eine Bindung
des trimeren TRAIL-Liganden, sie kann jedoch auch durch exogenes rekombinantes humanes und
I6sliches TRAIL (rhs)-TRAIL (recombinant human soluble) ausgel6st werden.

Die Signalwege der DR4- und DR5-Rezeptor-vermittelten Apoptose-Induktion fihren zu einer Tri-
merisierung oder Multimerisierung des Rezeptors mit nachfolgender Aggregation der Todesdoma-
nen und Rekrutierung des Adaptermolekiils FADD (Fas Associated Death Domain) (GONG & AL-
MASAN, 2000; YAMANAKA et al., 2000; KISCHKEL et al., 2000; BELKA et al., 2001; NIMMANAPALLI et
al., 2001; SULIMAN et al., 2001; SuN et al., 2001; LEBLANC & ASHKENAZI, 2003). Neben der Todes-
domane, Uber die FADD an die Todesdomane des Rezeptorkomplexes anknipft, tragt das Mole-
kil eine Death Effector Domain (DED), die nach Bindung an DR4 und DRS5 einer Konfor-
mationsanderung unterliegt und dadurch an eine der DEDs von Pro-Caspase-8 und/oder Pro-
Caspase-10 binden kann (BODMER et al., 2000; THOMAS et al., 2004). Der hierbei entstehende
Signalkomplex wird als DISC (Death Inducing Signalling Complex) bezeichnet (WALCzAK et al.,
2006) und fihrt zur Aktivierung von Caspase-8/10 (SALVESEN & DIXIT, 1999; SCHNEIDER &
TscHopPP, 2000). Wahrend die Pro-Doméane am Rezeptor verbleibt, wird die aktive Caspase-8/10
ins Zytoplasma freigesetzt und bewirkt eine Aktivierung der Effektor-Caspasen -3, -6 und -7 (WAL-
CzAK et al., 2006), die ihrerseits durch die Spaltung diverser zelluldrer Substrate, wie z.B. Poly-
(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP), zum eigentlichen Tod der Zelle fihren (YANG et al., 2001;
WaLczaK et al., 2006). Diese fur die Apoptose spezifische Spaltung von PARP wird deshalb fur
den Nachweis der Apoptose-Induktion verwendet (DURIEZ & SHAH, 1997). Abhangig vom Zelltyp ist
auch innerhalb der TRAIL-induzierten Apoptose eine Beteiligung der Mitochondrien maglich. Diese
dienen als Verstarker des Apoptosesignals in Zellen, die aufgrund reduzierter DISC-Bildung tber
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eine geringere Caspase-8-Aktivitat verfligen (SCAFFIDI et al., 1998). In den so genannten "Typ-II-
Zellen" fuhrt die Caspase-8-abhangige Bid-Spaltung zur Aktivierung der Mitochondrien, wobei die
Cytochrom c¢ Freisetzung aus den Mitochondrien die Apoptosombildung initiiert und zur Aktivie-
rung von Caspase-9 fiihrt (BELKA et al.,, 2001; EGGERT et al., 2001; NIMMANAPALLI et al., 2001;
SEOL et al., 2001; SULIMAN et al., 2001; SUN et al., 2001), wodurch schlieBlich die Aktivierung von
Effektor-Caspasen erfolgt (LI et al., 1998; BELKA et al., 2000, 2001; WALCzAK & KRAMMER, 2000;
JOSEPH et al., 2002). Die Tatsache, dass in diesen Zellen eine Uberexpression von Bcl-2 oder Bcl-
X zu einer vollstdndigen Inhibition der Todesrezeptor-abhangigen Apoptose flhren kann, zeigt die
Bedeutung des mitochondrialen Signalweges im Rahmen der Apoptoseregulation (SCAFFIDI et al.,
1998). In "Typ-I-Zellen" hingegen wird die Effektor-Caspase-3 direkt von der Caspase-8 gespalten
und aktiviert, wobei sich hier eine mégliche Uberexpression von Bcl-2 oder Bcl-X, nicht signifikant
auf das Ausmal der Apoptose auswirkt (SCAFFIDI et al., 1998).
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Die physiologische Rolle von TRAIL ist bisher wenig bekannt. Die weit verbreitete Expression von
TRAIL unter pro-inflammatorischen Bedingungen und die Fahigkeit, sowohl Zelltod- wie auch Zell-
Uberleben-aktivierende Signalwege zu induzieren, lasst auf eine regulierende Funktion in der Im-
munantwort schlieBen: Man nimmt dabei an, dass TRAIL - ebenso wie CD95L - neben dem Im-
munsystem auch in anderen Geweben bzw. Organen durch Induktion von Apoptose eine ent-
scheidende Rolle bei der Regulation der Zellhomdéostase spielt (KAYAGAKI et al., 1999; KIMBERLEY
& SCREATON, 2004; BENEDICT & WARE, 2012).

1.6.2 Die Resistenz gegeniiber der TRAIL-vermittelten Apoptose

Anfangs weckte TRAIL ein besonderes Interesse, da in zahlreichen in vitro und in vivo Untersu-
chungen gezeigt werden konnte, dass insbesondere Tumorzellen einer TRAIL (rhs-TRAIL)-
induzierten Apoptose zuganglich sind, wahrend sich die meisten normalen Zellen als weitgehend
TRAIL-resistent erwiesen haben (ASHKENAZI et al., 1999; WALCZAK et al., 1999; NAGATA, 2000;
WaALCzAK & KRAMMER, 2000; KiM et al., 2001b; NAGANE et al., 2001; ALMASAN & ASHKENAZI, 2003;
LEBLANC & ASHKENAZI, 2003; KOSCHNY et al., 2007).

Wahrend andere Mitglieder der TNF-Familie wie CD95L und TNFa durch deren systematische
Toxizitat therapeutisch nur beschrankt einsetzbar sind (OGASAWARA et al., 1993), gab TRAIL auf-
grund seiner geringeren Toxizitat gegenliber normalen Zellen und héheren Spezifitat fir Tumorzel-
len Anlass zur Hoffnung auf eine mdgliche klinische Anwendung (ALMASAN & ASHKENAZI, 2003;
LEBLANC & ASHKENAZI, 2003; KOSCHNY et al., 2007).

Bisher sind die zugrunde liegenden Mechanismen fir die tumorspezifische Wirkung von TRAIL
noch nicht eindeutig geklart und Gegenstand laufender Forschungsarbeiten. Enttduschenderweise
hat sich dabei gezeigt, dass auch eine Vielzahl von Tumorzellen auf eine alleinige Behandlung mit
TRAIL nicht oder nur insuffizient ansprechen.

Als mogliche Ursachen dieser unterschiedlichen TRAIL-Empfanglichkeit kommen nach heutiger
Vorstellung verschiedene intrazelluldre Regulationsebenen innerhalb des TRAIL-vermittelten
Apoptosesignalweges in Betracht (vgl. Abb. 1.4), wie beispielsweise die TRAIL-Rezeptoren bzw.
die DR5-SpleilRvarianten, der DISC oder die intrinsische mitochondriale Todesmaschinerie der
Zelle (MELLIER et al., 2010). Die TRAIL-induzierte Apoptose setzt - homolog zu CD95L - ebenfalls
die Bildung eines DISC-Komplexes mit dem Adaptarprotein FADD voraus, dennoch kann die un-
terschiedliche TRAIL-Sensibilitdt unter Umstéanden auf der ebenso TRAIL-abhangig induzierbaren
Aktivierung der zellproliferationsférdernden anti-apoptotischen Signalwege von NF-kB, JNK/SAPK
und Akt/PKB beruhen: Fir die TRAIL-Resistenz in vivo scheint dabei vor allem der Akt-Signalweg
von funktioneller Bedeutung zu sein (DAviS, 2000; ZHANG & FANG, 2005; FALSCHLEHNER et al.,
2007; MELLIER et al., 2010). Tabelle 1.2 fasst die moglichen Resistenzmechanismen gegenuber
der TRAIL-induzierten Apoptose in Tumorzellen zusammen.
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Tab. 1.2: Mogliche Resistenzmechanismen gegeniiber der TRAIL-induzierten Apoptose in Tumorzellen

EBENE DER TRAIL-RESISTENZ

BETEILIGTE PROTEINE

MOGLICHE MECHANISMEN

TRAIL-SpleilRvarianten

TRAIL-B und -y

veranderte Rezeptor-Bindungsdomane ((KRIEG et al., 2003):

o kompetitive Bindung mit DR4/DR5 fur normalen TRAIL-Liganden

¢ Bildung schwach Apoptose-induzierender Rezeptor-Komplexe
mit DR4/DR5

TRAIL-Rezeptoren
und DISC

Todesrezeptoren
DR4/DR5

e verminderte Expression durch: Herunterregulation von Gesamt-
proteinmengen aufgrund epigenetisches Silencings, defizientes
Transports zur Zelloberflache sowie intrazellularer Retention und
konstitutiver Endozytose

o dysfunktionale TRAIL-Todesrezeptoren durch: Mutation/Deletion
von DR4/DR5-Genen, post-translationale Modifikationen wie
z.B. aufgrund fehlender O-Glykosylierung/Palmitoylierung von
DR4/DR5

DR5-
Spleillvarianten
TRICK-2A und -2B

» kompetitive Bindung mit DcR1/DcR2 fiir alle TRAIL-Liganden
¢ Bildung unfunktionaler Rezeptor-Komplexe mit DcR1/DcR2

Decoy-Rezeptoren

» kompetitive Bindung mit DR4/DRS5 fir alle TRAIL-Liganden

DcR1/DcR2 e Bildung unfunktionaler Rezeptor-Komplexe mit DR4/DR5
Fehlen der ersten TRAIL-Liganden-Bindungsdoméane (CRD)
DcR2-
. . (KRIEG et al., 2006):
SpleilRvariante i . . .. .
TRAIL-RA-p » kompetitive Bindung mit DR4/DR5 fir alle TRAIL-Liganden
¢ Bildung unfunktionaler Rezeptor-Komplexe mit DR4/DR5
oFLIP Zunahme der Proteinexpression hat hemmende Wirkung auf die

Aktivierung von Caspase-8 am DISC

Initiator-Caspase-8

verminderte Proteinexpression durch:
* epigenetisches Silencing
» beschleunigte Degradation

Mitochondrien

Anti-apoptotische
Mitglieder der
Bcl-2-Familie

Zunahme der Expression von Bcl-2/ Bcl-X /Mcl-1: blockiert die
Freisetzung von pro-apoptotischen Faktoren aus Mitochondrien

Pro-apoptotische
"BH3-only" Proteine

verminderte Expression von Bax: beeintrachtigt die Freisetzung
von pro-apoptotischen Faktoren aus den Mitochondrien

gestorte Freisetzung aus den Mitochondrien: kann seine inhibitori-

Smac/DIABLO sche Wirkung auf IAPs nicht entfalten

IAPs Zunahme der Expression von XIAP/Survivin: inhibiert die Aktivie-
rung/Aktivitat von Caspasen-3/-9/-7
kann durch Auslésung der Expression von anti-apoptotischen
Faktoren (XIAP, c-IAP1, c-IAP2, c-FLIP, Bcl-2, Bcl-X, Bcl-2A1,

NF-xB DcR1) zur TRAIL-Resistenz beitragen, aber Zelltyp-spezifisch
durch Induktion der DR/DR5-Expression auch an der TRAIL-
vermittelten Apoptose beteiligt sein

And Sianal MAP-Kinasen Kontroversen in Bezug auf ihre Rolle bei der TRAIL-induzierten
ndere signaiwege (JNK/SAPK) Apoptose

fuhrt zur Expressionszunahme von anti-apoptotischen Faktoren
(c-FLIP, XIAP, Bcl-2 und zur Expressionsabnahme von pro-

Akt/PKB apoptotischen Faktoren (Bad, ein Mitglied der Bcl-2-Familie,

Caspase-9) sowie zur Inaktivierung der Bid-Spaltung und inhibiert
die TRAIL-induzierten Apoptose

Modifiziert nach MELLIER et al., 2010
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Vorangegangene Untersuchungen konnten zeigen, dass humane Nierenzellkarzinome eine enor-
me Heterogenitat in der Sensitivitat gegeniber TRAIL-induzierter Apoptose aufweisen, obwohl sie
Uber die Apoptose-induzierenden DR4- und DR5-Todesrezeptoren verfligen (ASHKENAZI et al.,
1999; DEJOSEZ et al., 2000; PAwLOWSKI et al., 2000; RAMP et al., 2002, 2001; OYA et al., 2001;
RAMP et al., 2003; HEIKAUS et al., 2007). Regulationsmechanismen dieser heterogenen TRAIL-
Sensitivitat von Nierenzellkarzinomen sind bislang jedoch weitgehend unbekannt.

1.7 Inhibitoren der Apoptose

Da eine einmal induzierte Apoptose unter anderem aufgrund der Irreversibilitdt der Caspase-
vermittelten Substratspaltung unwiderruflich zum Tod der Zelle fihrt, verfigen die Zellen Uber
zusatzliche Moglichkeiten der Feinregulation des Apoptose-Prozesses, von denen die wichtigsten
im Folgenden naher erlautert werden.

1.7.1 Proteine der IAP-Familie als Inhibitoren der Apoptose

Nicht nur die Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie, zu der sowohl pro- als auch anti-apoptotische
Proteine z&hlen (vgl. 1.5.1.1), auch die Mitglieder der Inhibitor of Apoptosis Protein (IAP)-Familie
haben Einfluss auf die Regulation der Apoptose. Eine in der Zelle verstarkte Bildung der IAP-
Proteine hemmt sowohl die Liganden-induzierte als auch eine durch Chemo- oder Strahlenthera-
pie-induzierte Apoptose (DEVERAUX et al., 1997; Roy et al., 1997; TAMM et al., 1998; DUCKETT et
al., 1996; NACHMIAS et al., 2004). IAPs wurden erstmalig in Baculoviren entdeckt. Dabei zeigte
sich, dass IAPs zu einer Unterdrickung des Zelltodes der mit dem Baculovirus infizierten Wirtszel-
len fihren (CROOK et al., 1993; BIRNBAUM et al., 1994). Seitdem wurden Spezies-libergreifend
viele weitere IAP-Vertreter identifiziert (SCHIMMER, 2004). Allen IAPs ist gemeinsam, dass sie eine
bis drei BIR-Domanen (Baculoviral IAP-Repeat) enthalten, die jeweils aus etwa 70 Aminosauren
bestehen und in der Mehrheit der IAPs fiir die Hemmung der Apoptose verantwortlich sind (WRzE-
SIEN-KUS et al., 2004). Im humanen Organismus wurden bisher acht verschiedene IAPs beschrie-
ben, wobei XIAP (X-chromosome-linked IAP), c-IAP1, c-IAP2 (cellular 1AP1/2) und NAIP (Neu-
ronal Apoptosis-Inhibitory Protein) alle drei BIR-Doméanen besitzen, Survivin und BRUCE (BIR
Repeat containing Ubiquitin-Conjugating Enzyme) lediglich die BIR1-Doméne enthalten und ML-
IAP (Melanoma ]AP) und ILP2 (lIAP-like protein 2) ausschliel3lich die BIR3-Doméane aufweisen
(SCHIMMER, 2004). Definitionsgemal® werden alle Proteine, die eine BIR-Domane enthalten, als
IAPs angesehen. Da nicht alle BIR-Domanen-enthaltenden Proteine dabei auch wirklich eine anti-
apoptotische Funktion zu haben scheinen, wird zwischen BIR-tragenden Proteinen (BIRCs; BIR
containing proteins) und IAPs unterschieden (UREN et al., 1998; MILLER, 1999). In erster Linie
hemmen IAPs die Apoptose, indem sie an Caspase-3, -7 und -9 binden, und dadurch deren Akti-
vierung und Aktivitat blockieren. Am starksten hemmend gegeniber allen Caspasen wirkt hierbei
XIAP, das mit seiner BIR3-Doméane an die Caspase-9 bindet (DEVERAUX et al, 1997, 1999), wah-
rend die Region zwischen BIR1 und BIR2 Caspase-3 und -7 inhibiert (RIEDL & SHI, 2004). Zudem
konnte in Uberexpressionsstudien gezeigt werden, dass XIAP in der Lage ist, die Zelle vor Bax-
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und CD95-induzierter Apoptose zu schiitzen (DEVERAUX et al., 1997). Die Feststellung, dass eine
vermehrte IAP-Expression mit einer verminderten Apoptose-Bereitschaft der Zelle einhergeht, ist
auch mit der Beobachtung vereinbar, dass in Tumoren oftmals eine abnormal hohe Expression
einzelner IAPs nachweisbar ist (TAMM et al., 2000; ADIDA et al., 2000). Darliber hinaus scheinen
einige IAPs auch Einfluss auf die Zellzyklusregulation zu haben. Survivin beispielsweise spielt eine
wichtige Rolle bei der Regulation der Zytogenese, bezulglich XIAP wird eine solche Funktion eben-
falls diskutiert (LI et al., 1999; LEVKAU et al. 2001).

1.7.2 Gegenspieler der IAP-Proteine

Die Wirkung der IAPs wiederum wird durch die in den Mitochondrien gelegenen Proteine
Smac/DIABLO (Second mitochondrial derived activator of caspase/direct IAP binding protein with
low pl) und HtrA2/Omi (High temperature requirement A) kontrolliert. Wird eine Apoptose induziert,
werden die Proteine Smac/DIABLO und HtrA2/Omi zeitgleich mit Cytochrom ¢ aus den Mitochond-
rien ins Zytoplasma freigesetzt. Smac/DIABLO und HirA2/Omi werden hierbei in ihre aktive Form
Uberflhrt und sind dadurch in der Lage, IAP-Proteine zu binden und zu inhibieren. Smac/DIABLO
und HtrA2/Omi haben somit eine pro-apoptotische Wirkung (VERHAGEN et al., 2000; Du et al.,
2000; VERHAGEN et al., 2002; Suzuki et al., 2001). Untersuchungen haben gezeigt, dass die Inter-
aktion mit den IAPs Uber eine N-terminale Peptidsequenz, bestehend aus 4 Aminosauren, vermit-
telt wird. (ARNT et al., 2002; Liu et al., 2000). Homologe Sequenzen sind ebenfalls in den IAP-
Antagonisten Reaper, Hid, Grim und Sickle aus Drosophila melanogaster zu finden (GOYAL et al.,
2000). Die Konsensussequenz des hochkonservierten Motivs mit der Abfolge A-(K/T/V/)-(P/A/E)-
(F/ENISIY) wird als IBM (IAP-binding motif) bezeichnet. Diese Sequenz ist homolog zur Caspase-
9-Region (SRINIVASULA et al., 2001), die mit XIAP bindet, sodass sich Caspase-9 und
Smac/DIABLO kompetitiv verhalten. Durch die Bindung von XIAP ist Smac/DIABLO in der Lage,
die Interaktion von XIAP und Caspase-9 zu unterbinden und so die Caspase-9-Inhibition aufzuhe-
ben (SRINIVASULA et al., 2001). Die Apoptose hemmende Wirkung von XIAP an den Effektor-
Caspasen-3 und -7 kann durch Smac/DIABLO ebenfalls aufgehoben werden (HUANG et al., 2003).

1.8 Apoptose-Induktion durch Zytostatika und ionisierende Strahlen

Der Sammelbegriff "Zytostatika" bezeichnet ein breites Spektrum meist niedermolekularer, organi-
scher Substanzen, die in der Lage sind, das Zellwachstum zu verhindern und daher als
Chemotherapeutika in der konventionellen Tumortherapie eingesetzt werden. Die meisten Zytosta-
tika sind geno-toxisch, d.h. sie bewirken eine Schadigung der DNA, oder sie fihren wahrend der
Mitose zu einer Schadigung des Spindelfaserapparates und blockieren dadurch den Zellzyklus.
Das Ziel der Bestrahlung von Tumorzellen ist ebenfalls der Zellkern mit der darin enthaltenen
DNA. Neben der Chemotherapie spielt daher auch die Behandlung mit ionisierenden Strahlen eine
zentrale Rolle bei der Behandlung maligner Tumoren. In Zellkulturstudien konnte nachgewiesen
werden, dass sowohl durch Zytostatika als auch durch ionisierende Strahlung die Progression des
Zellzyklus der Tumorzellen blockiert wird und hierdurch der Apoptoseprozess aktiviert werden
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kann, was zu einer Reduktion des Tumors fihrt. (BARRY et al., 1990; HICKMAN, 1992; LOWE et al,.
1993; BROWN & WOUTERS, 1999; ZHIVOTOVSKY et al.,, 1999; VERHEIJ & BARTELINK, 2000; LOWE,
2000; IGNEY & KRAMMER, 2002; DEBATIN & KRAMMER, 2004; NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004). In der
vorliegenden Arbeit wurde insbesondere die Wirkung des geno-toxischen (DNA-schadigenden)
Zytostatikums Topotecan (Hycamtin®) sowie ionisierender Gamma-Strahlung auf das Nierenzell-
karzinom untersucht.

Topotecan stellt nur eine geringe Substrataffinitat fur die Effluxpumpe MDR dar und ist somit ein
geeignetes Zytostatikum fiir eine Chemotherapie maligner Tumoren, da dessen intrazellulare Kon-
zentration nur geringfligig durch die MDR reduziert wird (CHEN et al., 1991; HENDRICKS et al. 1992;
CHEN & LIu, 1994a, 1994b; SORENSEN et al., 1995). Heute wird Topotecan als Zytostatikum zur
Behandlung von verschiedenen malignen Tumoren, insbesondere der Ovarial- und Lungenkarzi-
nome, eingesetzt. Bei Topotecan handelt es sich um einen Inhibitor der Topoisemerase-I, deren
physiologische Funktion fiir die Replikation der DNA von entscheidender Bedeutung ist. Topote-
can bildet wahrend der S-Phase des Zellzyklus mit der DNA und der Topoisomerase-| einen stabi-
len Komplex. Es kommt zur Arretierung der Replikationsgabel, zum irreversiblen DNA-
Strangbruch, damit zu bleibenden DNA-Schaden und Uber eine Apoptose zum Zelltod (HSIANG et
al., 1989; LIU et al., 1989; KOLLMANNSBERGER et al., 1999; KRATZMEIER et al., 2000; SCHLIEPHACKE
et al., 2004; LEGARZA & YANG, 2006;). Die Apoptose-induzierende Wirkung konnte in vitro an eini-
gen Tumoren wie Gliomen und Lymphomen gezeigt werden (SEITER et al., 1997; WINTER & WEL-
LER, 1998).

Obwohl ahnliche Beobachtungen bereits ebenfalls an einzelnen Nierenkarzinomzelllinien gemacht
werden konnten (DEJOSEZ et al., 2000; RAMP et al., 2001, 2003; HEIKAUS et al., 2007), sind die
Regulationsmechanismen, welche die ausgepragte Resistenz sowie die Sensitivitat dieses malig-
nen Tumors gegeniber Zytostatika-induzierter Apoptose bestimmen, bislang jedoch nur unvoll-
standig verstanden.

Neben der Verwendung von zytostatisch wirkenden Substanzen kénnen DNA-Schaden auch
durch hochenergetische ionisierende Strahlen induziert werden. Der Begriff "ionisierende Strah-
lung" fasst die beim Kernzerfall entstehenden energiereichen wellen- oder teilchenférmigen Strah-
len (Rontgen- und Gamma-Strahlung bzw. Alpha-, Beta- und Neutronenstrahlung) zusammen,
welche die Materie ionisieren kdnnen. Die Energiedosis, die bei der Wechselwirkung von Strah-
lung mit Materie auf die Materie Ubertragen wird, ist definiert als absorbierte Energie pro Masse
und wird in der Einheit Gray (Gy) angegeben. lonisierende Strahlung kann die DNA direkt oder
indirekt schadigen. Beim "direkten Effekt" (Alpha- und Beta-Strahlung) fuhrt die Bestrahlung zu
primaren Schadden am DNA-Molekil. Beim "indirekten Effekt" (Gamma-Strahlung) hingegen han-
delt es sich um die bestrahlungsinduzierte Formation hochreaktiver Radikale, die das DNA-
Molekul chemisch modifizieren und dadurch irreversibel schadigen kénnen (FEI & EL-DEIRY, 2003;
ILIAKIS et al., 2003). Im Falle der vor allem in der Tumortherapie eingesetzten Gamma-Strahlung
resultiert dies vorwiegend in der Erzeugung von Doppelstrangbriichen am DNA-Molekdl. Es wird
berechnet, dass nach Gamma-Bestrahlung mit 1 Gy 30 bis 40 Doppelstrangbriiche pro Zelle indu-
ziert werden (JENNER et al., 1998; NEWMAN et al., 2000; JENNER et al., 2001). Zellkulturanalysen
haben gezeigt, dass Tumorzellen vor allem in der G2- und M-Phase des Zellzyklus aulerst strah-
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lungssensitiv sind und sich in der spaten S-Phase als strahlungsresistent erweisen (SINCLAIR et
al., 1965). Wie Zytostatika flihren auch die durch Gamma-Bestrahlung vermittelten DNA-Schaden
zur Arretierung des Zellzyklus und Uber eine p53-abhangige Apoptose zum Zelltod (VERHEI &
BARTELINK, 2000; NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004). Dabei verlauft die Strahlungsinduzierte
Apoptose im Wesentlichen Caspase-8-unabhangig und wird somit fast ausschlieRlich Gber mito-
chondriale Wege via Freisetzung von Cytochrom ¢ und nachfolgender Aktivierung von Caspase-9
vermittelt und durch Bcl-2 komplett gehemmt (ZHIVOTOVSKY et al., 1999, BELKA et al., 2000, 2001;
NEWTON & STRASSER, 2000; JOSEPH et al., 2001; RUDNER et al., 2001).

Da jedoch keine systematischen Untersuchungen zur Induzierbarkeit der Apoptose durch ionisie-
rende Gamma-Strahlung in Nierenkarzinomzelllinien vorliegen, ist der genaue intrazellulare Sig-
nalweg der durch ionisierende Gamma-Strahlung induzierten Apoptose im humanen Nierenzell-
karzinom bislang unbekannt.

1.8.1 Der Tumorsuppressor p53

Zytostatika, wie z.B. Topotecan, oder ionisierende Strahlung, wie z.B. Gamma-Strahlung, fihren
zu einer Aktivierung des DNA-Damage-Pathways. Je nach Schwere des DNA-Schadens ist die
Zelle daraufhin entweder in der Lage, den vorliegenden Schaden mit Hilfe verschiedener Repara-
turmechanismen zu beheben, oder sie wird, wenn eine vollstandige Reparatur nicht mdglich ist,
durch Einleitung der Apoptose aus dem Zellverband eliminiert (LANE, 1992; MILNER, 1995; LEVINE,
1997; HORN & VOUSDEN, 2007). Das Tumorsuppressorgen p53 hat hierbei eine wichtige Schlissel-
funktion, indem es in der Zelle die Funktion eines Sensors fur den vorhandenen DNA-Schaden
Ubernimmt und dementsprechend entweder den Zellzyklus-Arrest oder die Apoptose einleitet (Lo-
WE et al., 1993; DuLIC et al., 1994; HORN & VOUSDEN, 2007).

Das Tumorsuppressorgen p53 codiert fir ein nukledres aus 393 Aminosauren bestehendes Pro-
tein, das die Aufgabe eines Transkriptionsfaktors hat, indem es die Expression von Genen regu-
liert, welche sowohl an der Kontrolle des Zellzyklus und der Induktion der Apoptose aber auch an
der Aufrechterhaltung der genomischen Stabilitdt durch Kontrolle der DNA-Reparatur sowie Pro-
zessen der zelluldren Seneszenz und Angiogenese beteiligt sind (VOGELSTEIN et al., 2000) (Abb.
1.5a). Aufgrund seiner relativ kurzen Halbwertszeit von ca. 6-20 Minuten sind unter normalen Be-
dingungen nur geringe Mengen von p53 in der Zelle vorhanden. Zudem wird p53 Uber einen nega-
tiven auto-regulatorischen Rickkopplungsmechanismus mit dem Proto-Onkogen MDM2 (murine
double minute-2) reguliert (AMUNDSON et al., 1998; MARINE et al., 2006).

P53 fuhrt durch transkriptionelle Aktivierung des mdm2-Gens zur Expression der Ubiquitin-Ligase
MDM2, welche ihrerseits zum einen durch Bindung an die N-terminale Transaktivierungsdoméane
von p53 die Transkription von p53-Zielgenen verhindert und zum anderen den Abbau von p53
steuert (BARAK et al., 1993; CHEN et al., 1994; Amundson et al., 1998). Unter normalen Bedingun-
gen liegt p53 daher inaktiv in geringen Konzentrationen in der Zelle vor. Erst durch zellulare
Stress-Signale, wie die Schadigung der DNA oder die Aktivierung zellularer Proto-Onkogene, wie
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z.B. Ras, Myc oder E2F1 (ZINDY et al., 1998; LINDSTROM et al., 2003) (Abb. 1.5b), wird p53 akti-
viert und es kommt zu einem transitorischen Anstieg der p53-Konzentration.

Die Induktion von p53-Protein nach DNA-Schadigung erfolgt im Wesentlichen durch post-
translationale Modifikation des p53-Proteins. Das p14ARF-Protein bindet an MDM2, verhindert
dadurch den MDM2-vermittelten Abbau von p53 und flhrt somit zur Stabilisierung von p53 (SHERR
& WEBER, 2000). Die transkriptionelle Aktivitdt des aktiven p53 wird durch weitere Faktoren, wie
beispielsweise ASPP (Apoptosis-stimulating protein for p53) oder iASPP (inhibitor of ASPP), regu-
liert (SAMUELS-LEV et al., 2001; BERGAMASCHI et al., 2003).

a b

Zytostatika,
jon. Strahlung

Onkogen-Aktivierung
(z.B. E2F1)

UV-Strahlung,
Stress

Mitogene Signale
(2.B. Gber Ras, Myc, NF-kB)

Anti-mitogene Signale,
Wachstumsfaktor-Entzug

| e 1 |
ATM- ATR-
Kinasen 1 Kinasen Cyc.D —| —
‘ CDK4/6 Ro —
[» MDM2 1 L
16 —» Cyc.E
Zielgene Zielgene
Apoptose 2Ll Zellzyklus Apoptose Zellzyklus
Reparatur
DR4, DR5, CD95, Bax, GADDd45, P21, PCNA, Reprimo, P73, APAF-1, Bad, Bak Bax Cyclin E PCNA, CDC25A, pRbA,
APAF-1,Bid Bad Bakk. ~~ PCNA p48,  1433c ... Caspasen, ... in D1, -2, CDK2 ARF, CDC6,
Bim, Noxa, Puma, Survivin - p83R2, ... DNA-Polz -5 RPA, . ..

Abb. 1.5: Vereinfachte Ubersichtsdarstellung der Signalwege von p53 und E2F1 (a) Wahrend DNA-schadigende
Faktoren wie Zytostatika oder eine Bestrahlung mit ionisierender Gamma-Strahlung, eine Aktivierung von p53 uber ATM-
Kinasen auslosen, erfolgt die p53-Aktivierung ebenfalls nach Exposition mit UV-Strahlung sowie nach verschiedenen Arten
von zytotoxischem Stress durch Kinasen der ATR-Familie (Ataxia telangiectasia related). Die Onkogen-induzierte Aktivie-
rung von p53 fihrt zur Aktivierung von p14ARF, eines direkten MDM2-Inhibitors, das hierdurch indirekt eine Stabilisierung
von p53 bewirkt. Die Aktivierung von p53 fuhrt schlieRlich zur transkriptionellen Aktivierung der p53-Zielgene, uber die p53
bei zellularen Prozessen wie Apoptose, DNA-Reparatur oder Zellzyklus involviert. (b) Die transkriptionelle Aktivitdt von
E2F1 wird Uber verschiedene Mechanismen moduliert. Der bestbekannte Mechanismus ist seine Interaktion mit dem Re-
tinoblastom-Protein Rb (pRb), einem Tumorsuppressor, das zu der Gruppe "Pocket-Proteine" gehért. Die Formation der
Rb-E2F1-Komplexe wird Uber den Zellzyklus reguliert. Hierbei aktivieren G1-Cycline (z.B. D-Typ Cycline) ihre assoziierten
Cyclin-abhangigen Kinasen CDK4 oder CDK®6, die wiederum Rb-Proteine phosphorylieren. Dies hat die Dissoziation der
Rb-E2F-Komlexe zur Folge und fihrt zur Derepression und Aktivierung der E2F1-Zielgene. Viele E2F1-Zielgene haben
eine Schllsselfunktion im S-Phase-Eintritt und Zellzyklus-Fortschritt (YAMASAKI, 2003). Eine DNA-Schadigung durch Zytos-
tatika oder ionisierende Strahlen fiihrt weiterhin zur Aktivierung von natiirlichen CDK-Inhibitoren der INK4-(p16™“*,
p15™“E p18™“4C und p14™KP) und CIP/KIP-(p21°""™AF" 27! und p57X7?) Familie, was entscheidend fiir die Feinregu-
lation der Zellzyklusprogression von Bedeutung ist. Bei Uberexpression oder Aktivierung durch DNA-Schéden kann E2F1
die Transkription von zahlreichen pro-apoptotischen Genen induzieren und damit das apoptotische Selbstzerstérungspro-
gramm aktivieren. In Abbildung sind exemplarisch einige p53- und E2F1-Zielgene aufgefiihrt. Die in der vorligenden Arbeit
untersuchten Faktoren sind hervorgehoben (Modifiziert nach VOGELSTEIN et al., 2000; WETHKAMP, 2006 [Dissertation];
POLAGER & GINSBERG, 2009)
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Die besondere medizinische Bedeutung von p53 erklart sich aus dem Befund, dass dieses Tu-
morsuppressorgen in mehr als 50% aller menschlichen Tumoren mutiert ist. Studien haben ge-
zeigt, dass ein Verlust der p53-Aktivitat mit einem erhéhten Auftreten onkogener Mutationen asso-
ziiert ist (LEVINE, 1997; VOUSDEN & LU, 2002). Neben p53 sind mit den Homologen p63 und p73
inzwischen zwei weitere Faktoren bekannt, welche durch Regulation der Expression von p53-
Zielgenen ebenfalls Zellzyklusarrest und Apoptose vermitteln kdnnen, die jedoch in menschlichen
Tumoren nur selten inaktiviert sind (LEVRERO et al., 2000; IRWIN & KAELIN, 2001).

1.8.2 Die Rolle von p53 in der Apoptose

Durch geno-toxische Substanzen wie beispielsweise Topotecan oder durch Gamma-Strahlung
verursachte DNA-Schaden bewirken tber eine Aktivierung von verschiedenen Proteinkinasen wie
ATM (Ataxia telangiectasia mutated), ATR (ATM-und-Rad3-related Protein), CHK1 und CHK2
(Checkpoint kinase) sowohl eine Stabilisierung und Aktivierung des Tumorsuppressors p53 als
auch eine Aktivierung des Transkriptionsfaktors E2F1 (vgl. 1.8.3) (eines weiteren wichtigen Regu-
lators von Zellzyklus und Apoptose) (VOUSDEN & Lu, 2002; STEVENS et al., 2003; NORBURY &
ZHIVOTOVSKY, 2004). Die Phosphorylierung von p53 und MDM2 verhindert deren Bindung und
fuhrt dadurch zu einer Stabilisierung und Oligomerisierung von p53 (SMITH & FORNACE, 1995).
Liegt ein DNA-Schaden vor, bewirkt die p53-Aktivierung eine Expression von DNA-
Reparaturgenen wie GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage-45) und PCNA (Proliferating Cell
Nuclear Antigen), die zu einer Reparatur des DNA-Schadens flihren (HOLLANDER et al, 1993;
SMITH et al., 1994; VOGELSTEIN et al., 2000; MAEDA et al., 2002).

Bei grofkeren DNA-Schaden initiiert das p53-Protein durch Induktion des CDK2 (Cyclin-dependent
CIPWAFT den Zellzyklusarrest (KASTAN et al., 1991; KUERBITZ et al., 1992;
ATTARDI et al., 1996; AGAMI & BERNARDS, 2000), um DNA-Reparaturprozesse zu ermdglichen. Ist

kinase-2)-Inhibitors p21

der DNA-Schaden hingegen zu groB, erfolgt eine Elimination der Zelle durch die Induktion der
Apoptose (LOTEM & SACHS, 1993).

Die p53-induzierte Apoptose beruht dabei wahrscheinlich groRtenteils auf der transkriptionellen
Aktivierung und vermehrten Expression von pro-apoptotischen Zielgenen wie Bid, Bim, Bax, Pu-
ma, Noxa, APAF-1, CD95, DR4 und DR5 (Wu et al., 1997; Yu et al., 1999; VOUsSDEN & Lu, 2002;
NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004) sowie der transkriptionellen Repression anti-apoptotischer Gene
wie zum Beispiel Survivin (ZHou et al., 2002) (vgl. Abb. 1.5a). Daruber hinaus ist p53 auch in der
Lage, durch direkte Bindung an Bcl-2 oder Bcl-X, und Aktivierung von Bax und/oder Bak den
intrinsischen Signalweg der Apoptose Transkriptions-unabhangig zu induzieren (MIHARA et al.,
2003; CHIPUK et al., 2004; LEU et al., 2004). Dies erhértet die Beobachtungen friherer Untersu-
chungen, die darauf hinweisen, dass die durch p53 vermittelte Apoptose-Induktion nicht zwangs-
laufig mit einer de novo RNA-/Protein-Biosynthese einhergehen muss (CAELLES et al., 1994). Dar-
Uber hinaus kann p53 unabhangig von transkriptioneller Aktivitat, z.B. durch Veranderung des
intrazelluldren Transports von Todesrezeptorproteinen, auch extrinsische Signalwege der Apopto-
se aktivieren (BENNETT et al., 1998).
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Der genaue Wirkungsmechanismus der p53-vermittelten Apoptose ist bislang nur unvollstandig
verstanden. Nach heutiger Vorstellung entfaltet p53 seine Apoptose-induzierende Wirkung im
Wesentlichen Uber seine Funktion als Transkriptionsfaktor. Wahrend die verstarkte Bildung pro-
apoptotischer Faktoren der Bcl-2-Familie mdglicherweise die intrinsische Todesmaschinerie der
geschadigten Zelle fordert, konnte die Hochregulation von Todesrezeptoren zur Sensibilisierung
der Zelle gegenuber extrinsisch vermittelten Apoptosesignalen flihren (MIYASHITA & REED, 1995;
OWEN-SCHAUB et al., 1995; ODA et al., 2000).

Die Tatsache, dass eine Resistenz gegenliber Apoptose nach DNA-Schadigung haufig mit dem
Vorhandensein von nicht-funktionellem p53 oder dessen ganzlichen Fehlens assoziiert ist, weist
auf die funktionelle Bedeutung von p53 bei DNA-Schadigung induzierter Apoptose hin. Aufgrund
der fehlenden Induktion bzw. Repression p53-abhangiger Zielgene kann die geschadigte Zelle
dann nicht adaquat auf DNA-Schaden reagieren. Verschiedene maligne Tumoren, einschlieflich
der Nierenzellkarzinome, zeigen daher eine ausgepragte Resistenz gegeniiber der durch DNA-
Schaden induzierten Apoptose, obwohl sie Uber ein funktionelles p53-Protein verfiigen (HAITEL et
al., 2000).

Der Aktivitatszustand von p53 scheint somit einer der wichtigsten Faktoren bei der Entstehung von
Zytostatika- und Strahlungsresistenz in Tumorzellen zu sein. Der durch p53 aktivierte Signalweg
der Apoptose scheint in erster Linie mit der Reaktion der Zelle auf Zellschadigung bzw. zellularen
Stress assoziiert zu sein. Aber auch in p53-mutierten Zellen kann eine Zellschadigung Apoptose
ausldsen. Dies ist vor allem auf die Substitutionsfunktion des p53-homologen Proteins p73 zu-
rickzufihren, das bei Ausfall von p53 pro-apoptotisch wirkt und teilweise eine defekte p53-
Funktion ersetzten kann (LEVRERO, 2000). In diesem Zusammenhang kommt dem Transkriptions-
faktor E2F 1, einem weiteren Zellzyklus- und Apoptoseregulator, eine besondere Bedeutung zu.

1.8.3 Die Rolle von E2F1 in der Apoptose

Die im Laufe des letzten Jahrzehnts erhobenen experimentellen Daten lassen erkennen, dass die
intrazellularen Signalwege von Zellzyklus und Apoptose iber komplex vernetzte Interaktionen eng
miteinander verknupft sind (GINSBERG, 2002; POLAGER & GINSBERG, 2009).

E2F1, das zur Transkriptionsfaktor-Familie E2F (DiMOVA & DYSON, 2005) zahlt, besitzt dabei die
Fahigkeit, sowohl Proliferation (Wu et al., 2001) als auch Apoptose zu induzieren (WuU & LEVIN,
1994; QIN et al., 1994; SHAN et al., 1994; KOWALIK et al., 1995; DEGREGORIE et al., 1997; KOWALIK
et al., 1998; PEDICONI et al., 2003; JOHNSON & DEGREGORI, 2006) (vgl. Abb. 1.5b, 1.6), indem es in
einer engen Kooperation mit p53 steht und zusatzlich Uber das Schicksal der Zelle entscheidet
(Wu & LEVINE, 1994). Geno-toxische Stress-Signale fuhren hierbei - analog zu p53 - zu einer Sta-
bilisierung und Aktivierung von E2F1, was teilweise gemeinsam durch eine Beteiligung von p53-
regulierenden Proteinen wie ATM, p14*%F und MDM2 stattfindet (KOWALIK et al., 1998; POLAGER &
GINSBERG, 2008, 2009). In Zellen, die kein funktionsfahiges p53 exprimieren, flhrt eine durch ioni-
sierende Strahlung hervorgerufene Uberexpression von E2F1 zu einer Apoptose-Induktion (Ko-
WALIK et al., 1995; PRUSCHY et al., 1999; MENG et al., 1999).
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Um bei einem Ausfall von Tumorsuppressorgenen oder in Gegenwart von geno-toxischem Stress
eine Proliferation bzw. ein malignes Wachstum von Zellen zu unterbinden, nimmt somit E2F1 eine
Funktion als "Schutzschalter" ein (Abb. 1.6). Nach DNA-Schadigung wird E2F1 durch Proteinkina-
sen der ATM-Familie phosphoryliert (LIN et al., 2001), was in einer Aktivierung von E2F1 und in
der Induktion der Apoptose resultiert (STEVENS et al., 2003).

Die E2F1-induzierte Apoptose kann sowohl p53-abhangig als auch unabhangig von diesem Tu-
morsuppressor ablaufen (STANELLE & PUTZER, 2006). Obwohl E2F1 die Transkription mehrerer
Apoptose-relevanter Gene reguliert (PEDICONI et al., 2003), ist die Apoptose-Induktion dieses
Transkriptionsfaktors unabhangig von dessen Transaktivierungsdomane. E2F1 induziert die p53-
Akkumulation durch direkte Transaktivierung von p14°~F

Aktivitat von MDM2 inhibiert und dadurch Ubiquitinylierung und Degradation von p53 verhindert

, durch welches die Ubiquitin-Ligase-

wird (WEBER et al., 1999). Dies bewirkt eine Stabilisierung und Verstarkung der Aktivitat von p53
(vgl. 1.8.2). P14"%F stellt zwar eine Verbindung zwischen E2F1 und p53 dar, es ist jedoch nicht
essentiell fur die Onkogen-induzierte Aktivierung von p53 (RUSSELL et al., 2002; MARTELLI et al.,
2001).

Die p53-unabhangige Induktion der Apoptose durch E2F1 erfolgt in erster Linie durch direkte
Transaktivierung von p73 und APAF-1 sowie durch Aktivierung von Caspasen (IRWIN et al., 2000;
STIEWE & PUTZER, 2000; MORONI et al., 2001; NAHLE et al., 2002). P73 bewirkt die Transaktivierung
von pro-apoptotischen p53-Zielgenen (STIEWE & PUTZER, 2000), wahrend APAF-1 (ber die Bildung
des Apoptosom-Komplexes zur Einleitung der Apoptose-Induktion flihrt (Zou et al., 1999). Ferner
kann E2F1 seine p53-unabhangige Apoptose-induzierende Wirkung uber eine inhibitorische Bin-
dung an anti-apoptotisches NF-«B entfalten (PHILLIPS et al., 1999; STANELLE et al., 2002; TANAKA
et al.,, 2002). Zudem konnte gezeigt werden, dass E2F1 die Expression von anti-apoptotischen
Faktoren der Bcl-2-Familie wie Bcl-2 und Mcl-1 stark unterdriickt (EISCHEN et al., 2001; CROXTON
et al., 2002) und so zur Apoptose-Induktion beitragt.
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Abb. 1.6: Signalwege der E2F1-induzierten Apoptose (Fur Erlauterungen siehe Text. Modifiziert nach GINSBERG, 2002)
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1.9 Modulation von Apoptose liber das TRAIL-System in Tumoren

Wie bereits ausgefiihrt, entfalten Zytostatika und ionisierende Strahlen ihre Wirkung - unter dem
regulatorischen Einfluss von p53 - in erster Linie Uber eine Aktivierung der apoptotischen Selbst-
zerstérung in subletal geschadigten Tumorzellen. Die Sensibilitdt von Tumorzellen gegeniber
einer konventionellen Chemo- und Strahlentherapie ist somit wesentlich davon abhangig, dass
Schlisselelemente des Apoptoseprogrammes in der Zelle intakt sind und durch eine Therapie
aktiviert werden kdnnen. Resistenz gegentber Apoptose-Induktion, beispielsweise durch Defekte
in Apoptoseprogrammen, flhrt zur Tumorprogression und verstarkt nachhaltig die klassischen
Mechanismen der Therapieresistenz maligner Tumoren (LOWE et al., 1993; MULDERS et al., 1997;
MULLER et al., 1998; VERHEIJ & BARTELINK, 2000; IGNEY & KRAMMER, 2002; VOGELSTEIN et al.,
2000; GUNER et al., 2003; ZHIVOTOVSKY et al., 1999; NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004; FISCHER &
SCHULZE-OSTHOFF, 2005).

Der genaue Wirkmechanismus der Zytostatika- und strahlungsinduzierten Apoptose ist nicht voll-
sténdig verstanden, scheint aber, wie zuvor erwahnt, - sowohl p53-abhangig wie auch - unabhan-
gig Uber den intrinsischen mitochondrialen Signalweg der Apoptose zu verlaufen. In diesem Zu-
sammenhang ist bekannt, dass die Transkriptionsfaktoren p53 und E2F1, die beiden "molekularen
Schalter" von Zellzyklus und Apoptose, bei DNA-Schaden schadenspezifisch durch Proteinkina-
sen der ATM-Familie aktiviert werden und teilweise in einer engen Kooperation ganz wesentlich
an der Zytostatika- oder strahlungsvermittelten (intrinsischen) Apoptose beteiligt sind (LIN et al.,
2001; NORBURY & ZHIVOTOVSKY, 2004; VOUSDEN & LU, 2002; STEVENS et al., 2003; POLAGER &
GINSBERG, 2008, 2009).

Daruber hinaus kann auch der extrinsische Todesrezeptor-vermittelte Signalweg an dem Apopto-
seprozess beteiligt sein, da Todesrezeptoren nachweislich eine direkte Verbindung zur intrinsi-
schen Todesmaschinerie der Zelle haben und eine adaquate Stimulation vorausgesetzt, ihre
Apoptose-induzierenden Effekten in Therapie-resistenten Tumorzellen verstarkt werden kdnnen
(ASHKENAZI, 2002). Juingste Untersuchungen weisen in diesem Zusammenhang insbesondere den
Todesrezeptoren des TRAIL-Systems eine besondere Rolle zu (FULDA & DEBATIN, 2006). Von
Bedeutung ist hierbei auch, dass die Aktivierung des extrinsischen Signalweges der Apoptose
grundsatzlich nicht mit einem funktionsfahigen p53 gekoppelt ist und somit eine in Tumorzellen
sehr haufig vorkommende Mutation des p53-Proteins unerheblich bleibt (WEN et al., 2000; WANG &
EL-DEIRY, 2003a). Dadurch kénnten sich sehr gute Erfolgsaussichten fiir eine Therapie an TRAIL-
Todesrezeptoren ergeben.

Der rekombinante humane und I6sliche Todesligand TRAIL (rhs-TRAIL) ist aufgrund seiner tumor-
selektiven Wirkung ein neues Zytostatikum, welches derzeit zur klinischen Eignung Gberpraft wird
(ASHKENAZI et al., 1999; ALMASAN & ASHKENAZI, 2003; KOSCHNY et al., 2007; WIEZOREK et al.,
2010). Da jedoch ein betrachtlicher Anteil aller bislang untersuchten Tumorzelllinien in vitro eine
mehr oder weniger ausgepragte Resistenz gegenliber TRAIL-vermittelter Apoptose aufzeigten und
auch in praklinischen Tiermodellen durch die alleinige Gabe von TRAIL oft keine ausreichende
Tumorwachstumskontrolle erzielt werden konnte, werden vor allem Kombinationen von TRAIL
zusammen mit konventioneller Chemo- und Strahlentherapie intensiv untersucht (Tab. 1.3).
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Tab. 1.3: Modulation der TRAIL-induzierten Apoptose durch Zytostatika oder Bestrahlung

MECHANISMUS DER MODULATION
Expressionszunahme von DR4

Expressionszunahme von DR5

Expressionszunahme von DR4 & DR5

Expressionsabnahme von IAP

Expressionsabnahme von c-FLIP

Expressionsabnahme von Bcl-2/-X.

Expressionszunahme von Bax/Bak

Erhohte Freisetzung des Cytochrom ¢

Expressionsabnahme von NF-xB

ZYTOSTATIKA/BESTRAHLUNG
DXR, VP-16
Gamma-Bestrahlung
DDP

CPT, DDP, UV-Bestrahlung
Gamma-Bestrahlung
Gamma-Bestrahlung
TO

TO
Gamma-Bestrahlung
ADR

DDP, VP-16

CPT-11

DXR

CPT-11, VP-16
AraC, DXR, VP-16
DDP, DXR, VP-16
DDP, DXR, VP-16
VP-16

TO

CHL, FLU

PA

ADR, CPT, VP-16, PA, VCR, VBL
CPT-11

DDP

ADR

CPT-11

TO

DDP, VP-16

AraC, VP-16

DDP

DXR

5-FU

CDDO

DDP

DDP, DXR, VP-16
5-FU

ADR, CDDP
CPT-11

DDP

VP-16

DDP

5-FU

CPT-11

DDP

5-FU

DDP, DXR, VP-16, GEM
CCNU

ACT, CPT

TUMORTYP
Mammakarzinom
Leukamie
Leberzellkarzinom
Glioblastom
Leukémie
Mammakarzinom
Glioblastom
Nierenzellkarzinom
Leukamie
Multiples Myelom
Glioblastom
Kolonkarzinom
Sarkom
Kolonkarzinom
Leukémie
Osteosarkom
Osteosarkom
Mammakarzinom
Prostatakarzinom
Leukémie
Prostatakarzinom
Mammakarzinom
Prostatakarzinom
Ovarialkarzinom
Nierenzellkarzinom
Kolonkarzinom
Prostatakarzinom
Glioblastom
Leukémie
Osteosarkom
Prostatakarzinom
Kolonkarzinom
Leukamie
Melanom
Osteosarkom
Leberzellkarzinom
Epitheliale Tumore
Prostatakarzinom
Ovarialkarzinom
Kolonkarzinom
Blasenkarzinom
Nierenzellkarzinom
Prostatakarzinom
Ovarialkarzinom
Prostatakarzinom
Mesotheliom
Glioblastom
Leberzellkarzinom

LITERATUR

MORGAN et al., 2002

DI PIETRO et al., 2001
SHIN et al., 2002
ARIZONO et al., 2003
BELKA et al., 2001
CHINNAIYAN et al., 2000
CIUSANI et al., 2005
DEJOSEZ et al., 2000
GONG et al., 2000
JAZIREH! et al., 2001
NAGANE et al., 2000
NAKA et al., 2002
TOMEK et al., 2003
WANG et al., 2003b
WEN et al., 2000
BOURALEXIS et al., 2003
EvDokIou et al., 2002
GIBSON et al., 2000
GRIFFITH et al., 2003
JOHNSTON et al., 2003
NIMMANAPALLI et al., 2001
SINGH et al., 2003

RaY et al., 2003
SIERVO-SAssI et al., 2003
Wu et al., 2003

XIANG et al., 2002
GRIFFITH et al., 2003
Roa et al., 2003

WEN et al., 2000

HoTTA et al., 2003
KELLY et al., 2002
LACOUR et al., 2003
SUH et al., 2003

SONG et al., 2003

VAN VALEN et al., 2003
GANTEN et al., 2004
OHTSUKA et al., 2003
Ray et al., 2003
SIERVO-SAssI et al., 2003
Miao et al., 2003
MizuTANI et al., 2001
MizuTANI et al., 2002
Ray et al., 2003
SIERVO-SAssI et al., 2003
VON HAEFEN et al., 2004
Liu et al., 2001

ROHN et al., 2001
YAMANAKA et al., 2000

5-FU: 5-Fluoruracil, ADR: Adriamycin, AraC: Cytarabin, CCNU: chlorethyl-cyclohexyl-nitroso-urea (Lomustin), CDDO: 2-cyano-
3,12-dioxooleana-1,9(11)-dien-28-oic acid, CPT: Camptothecin, CPT-11: Irinotecan, CHL: Chlorambucil, DDP: Diammindichloro-
platin (Il) (Cisplatin), DXR: Doxorubicin, FLU: Fludarabin, GEM: Gemcitabin, PA: Paclitaxel, TO: Topotecan, VBL: Vinblastin, VCR:
Vincristin, VP-16: Etoposid. Madifiziert nach Wittmann, 2007 [Dissertation])
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Hierbei konnte beispielsweise gezeigt werden, dass die Wirkung der TRAIL-induzierten Apoptose
bei gleichzeitiger Aktivierung der DNA-Schaden/Stress-Antwort "synergistisch" verstarkt wird und
darUber hinaus die primare TRAIL-Resistenz von malignen und p53-mutierten Tumorzellen, ein-
schlieBlich der einzelnen Zelllinien des Nierenzellkarzinoms (DEJOSEZ et al., 2000; RAMP et al.,
2001, 2003), effektiv Uberwinden kann (CHINNAIYAN et al., 2000; GONG & ALMASAN, 2000; NAGANE
et al., 2000, 2001; BELKA et al., 2001; Di PIETRO et al., 2001; Kim et al., 2001a; RAvI et al., 2001;
FULDA & DEBATIN, 2006).

Bislang sind diverse Mechanismen fiir die verbesserte Wirkung einer kombinierten Behandlung
von Zytostatika oder ionisierender Strahlung mit TRAIL beschrieben (Tab. 1.3): Hierzu zahlen
beispielsweise die Expressionsabnahme von anti-apoptotischen Faktoren wie c-FLIP, IAP, Bcl-2,
Bcl-X,. und NF-kB, die Expressionszunahme von pro-apoptotischen Faktoren wie Bax, Bak und
der Apoptose-induzierenden TRAIL-Todesrezeptoren DR4 und DR5 sowie die verstarkte Freiset-
zung des Cytochrom c. Aufgrund dieser Befunde wird das TRAIL-System als ein therapeutisch
modulierbarer Signalweg der Zytostatika- und strahlungsinduzierten Apoptose angesehen und die
ausgepragte Therapieresistenz maligner Tumoren unter anderem durch Defekte in diesem Sig-
nalweg erklart (FULDA & DEBATIN, 2006).

Mit Ausnahme von ersten analogen Beobachtungen an einzelnen Zelllinien (DEJOSEZ et al., 2000;
RAMP et al., 2001, 2003; HEIKAUS et al., 2007) sind die molekularen Mechanismen, welche die
Sensitivitdt und die Resistenz des humanen Nierenzellkarzinoms gegenlber einer TRAIL- oder
Zytostatika-induzierten Apoptose regulieren, bislang nur unvollstadndig verstanden. Systematische
Untersuchungen zur Frage, ob eine gestorte Aktivierung des TRAIL-Systems auch fur die aul3er-
ordentliche Strahlungsresistenz dieses malignen Tumors von Bedeutung sein kdnnte, liegen bis-
lang nicht vor.
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1.10 Ziel der Arbeit

Apoptose ist ein physiologischer Prozess, der in mehrzelligen Organismen unter anderem fir die
Entwicklung und Differenzierung von zentraler Bedeutung ist. Darliber hinaus stellt Apoptose das
Gegengewicht zur Zellproliferation dar und tragt somit zum Erhalt der Gewebehomdostase bei. In
Tumorzellen ist das Gleichgewicht zwischen Zellproliferation und Apoptose grundlegend gestort,
was insbesondere auf eine gesteigerte Expression anti-apoptotischer Proteine oder einen Funkti-
onsverlust pro-apoptotischer Proteine zurtickzuflhren ist. Zudem tragen Stérungen der Apoptose-
Regulation wesentlich zur Resistenz von Tumorzellen gegentber Strahlen- und Chemotherapie
bei.

Sowohl fir die Aufklarung der Tumorpathogenese als auch im Hinblick auf die Entwicklung neuer
Therapiekonzepte ist jedoch zundchst ein besseres Verstandnis der molekularen Apoptose-
Mechanismen erforderlich. Insbesondere im humanen Nierenzellkarzinom, das sich durch eine
weitgehende Resistenz gegeniiber einer Apoptose-Induktion durch Zytostatika oder ionisierende
Strahlung auszeichnet, sind diesbezlglich noch viele Fragen offen oder nur unvollstdndig beant-
wortet.

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist daher die Untersuchung der im humanen Nierenzellkarzi-
nom vorliegenden Regulationsstérungen der durch TRAIL, Zytostatika und Gamma-Strahlung
induzierten Apoptose unter den kontrollierten experimentellen Bedingungen eines in vitro Tumor-
modells.

Die Analyse erfolgte insbesondere im Hinblick auf die Klarung der folgenden Fragen:

1. Koénnte die Resistenz des humanen Nierenzellkarzinoms gegenuber Zytostatika- oder TRAIL-
induzierter Apoptose unmittelbar auf eine differentielle Expression Apoptose-relevanter Genen
zurlckzufihren sein?

2. Koénnte eine kombinatorische Behandlung von TRAIL mit ionisierender Gamma-Strahlung tat-
sachlich die Apoptoseresistenz dieses malignen Tumors Uberwinden und auf diese Weise eine
therapeutische Option darstellen?

Zur Beantwortung dieser Fragen wurden 8 neu etablierte permanente Zelllinien untersucht, die
sich vom klarzelligen Nierenzellkarzinom ableiten und zu dem haufigsten Subtyp des humanen
Nierenzellkarzinoms gehdren.
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2 Material

2.1 Zelllinien

Gegenstand der vorliegenden Untersuchungen waren 8 Nierenkarzinomzelllinien, die aus Priméar-
tumoren der Niere isoliert wurden, nach THOENES et al. (1986) dem klarzelligen (clearCa) histolo-
gischen Subtyp des Nierenzellkarzinoms zugeordnet wurden (GERHARZ et al., 1993, 1994) und
bezlglich ihres p53-Mutationstatus charakterisiert wurden (RAMP et al., 2000). In Tabelle 2.1 sind
die verwendeten Nierenkarzinomzelllinien aufgefiihrt.

Die in der vorliegenden Arbeit als Kontrolle verwendete humane Zelllinie Jurkat J16 wurde freund-
licherweise von Herrn. Prof. Dr. Peter H. Krammer (DKFZ, Heidelberg) zur Verfligung gestellt.
Jurkat J16 leitet sich von der T-Zell-akuten lymphoblastischen Leukamie (T-ALL) ab, einer akuten
Leukamie, die von bdsartig entarteten Vorlauferzellen der T-Lymphozyten ausgeht.

Tab. 2.1: Ubersicht der verwendeten humanen Nierenkarzinomzelllinien
ZELLLINIE (clearCa-) p53-MUTATIONSSTATUS

2 MT in der nicht-kodierenden Region: Codon 306:CGA (Arg) — CAA (GIn)
4 MT im Exon 8: Codon 273:CGA (Arg) — CAT (His)

6 MT im Exon 8: Codon 290:CGC (Arg) — CAC (His)

7 WT

14 WT

20 WT

22 MT in der nicht-kodierenden Region: Codon 331:CTT (Glu) — CTC (His)
23 WT

Abkurzungen: WT: Wildtyp, MT: Mutation

2.2 Chemikalien

Alle Flussigkeiten und Feststoffchemikalien mit dem Reinheitsgrad pro Analysis (p.A.) wurden falls
nicht anderweitig gekennzeichnet von den Firmen Gibco (Karlsruhe), Merck KGaA (Darmstadt),
Roche Diagnostics (Mannheim), Carl Roth (Karlsruhe) und Sigma-Aldrich (Seelze) bezogen.

2.3 Zytostatika, Zytokine, Apoptose-Induktoren und Bestrahlung

Tab. 2.2: Verwendete Zytostatika, Zytokine, Apoptose-Induktoren und Bestrahlung

SUBSTANZ BEZUGSQUELLE LOSUNGSMITTEL STOCKLOSUNG ARBEITSKONZENTRATION
Topotecan® Smith Kline Beecham, Munchen  PBS 2 mg/ml 100 ng/ml

TRAIL® PeproTech, Hamburg PBS 100 ng/pl 10-100 ng/ml

CH11° Immunotech, Hamburg PBS/Glycerol 500 ng/pl 500 ng/ml
BESTRAHLUNG BEZUGSQUELLE Dosis
Gamma-Strahlung Radiologie, Universitatsklinikum, Dusseldorf (Prof. Dr. Mddder) 1-5 Gy

(a) Hycamtin®, (b) recombinant human soluble rhs-TRAIL, (¢) CD95-agonistischer Antikérper
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2.4 Nukleinsauren

2.41 DNA-Langenstandards

Tab. 2.3: Liste der verwendeten DNA-Ldngenstandards

NAME BEZUGSQUELLE
100 Bp DNA-Leiter Gibco, Karlsruhe

FRAGMENTLANGE (BP)

100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400,
1500, 2072; 1 ug/ul

75, 134, 154, 201, 220, 298, 344, 396, 506, 517, 1018, 1636, 2036, 3054,
4072, 5090, 6108, 7126, 8144, 9162, 10180, 11198, 12216; 1 ug/ul

1Kb DNA-Leiter Gibco, Karlsruhe

2.4.2 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide (Primer) wurden als HPLC-gereinigte Lyophilisate von der Firma MWG
(Ebersberg) bezogen. Die "sense" und "anti-sense" Sequenzen der Primer mit jeweiligen Gen-
bank-Accession-Nummern der entsprechenden Gene bzw. cDNA/mMRNA sind in der nachfolgen-
den Tabelle 2.4 aufgefiihrt.

Tab. 2.4: Liste der verwendeten Oligonukleotide (Primer)

PRIMER SEQUENZ (5'>3') GENE (cDNA/mRNA) GENBANK-ACC.-NR
E2F1-sense CGG CGG ACG GCT TGA GGG GTT GAC E2F1 M96577
E2F1-antisense TCG TGG GGT GGG GAA AGG CTG ATG

GADD45-sense AAG GGG CTG AGT GAG TTC AA GADD45 M60974
GADD45-antisense TTTTCC TTC CTG CAT GGT TC

p21-sense CAG TGG ACA GCG AGC AGC TG P21 U09579
p21-antisense ATC TGT CAT GCT GGT CTG CC

APAF-1-sense CCG GGC AAA AGG GAT AGAACCC APAF-1 AF013263
APAF-1-antisense GCA CTG CCG GGA CAA GAC TGG

Caspase-9-sense GCC CTG TGT CGG TCG AGAAGA TTG CASP9 U60521
Caspase-9-antisense CTC GGG GTT ACT GCC AGG GGA CTC

CDC25A-sense AGA ACT CTG CCC AGC TCG GAA TG CDC25A M81933
CDC25A-antisense GGG GGA AGA TGC CAG GGA TAA AG

NIK-sense CAG GTATGC CCG CCC GTA GGT TA NIK Y10256
NIK-antisense CCA GGG GCA GGG CAGGGTGAG T

BCL-2A1-sense CCA CCA GGC AGA AGATGA CAG A BCL2A1 U29680
BCL-2A1-antisense CCA GCC TCC GTT TTG CCT TAT

Smac/DIABLO-sense AGC TGG AAA CCACTT GGA TG DIABLO AF262240
Smac/DIABLO-antisense CCAGCTTGGTTTCTGCTT TC

HPRT1-sense CGCCTCCGCCTCCTCCTCT HPRT1 M31642 (V00530)

HPRT1-antisense

TCC CAT CTC CTT CAT CAC ATC TCG
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2.5 Proteine

2.5.1 Protein-Molekulargewichtsstandards

Tab. 2.5: Verwendete Protein-Molekulargewichtsstandards

NAME BEZUGSQUELLE MOLEKULARGEWICHT (KDA)

Low Range Bio-Rad, Miinchen 6.5, 14.4, 21.5, 31.0, 45.0, 66.2, 97.4

Broad Range Bio-Rad, Miinchen 6.5, 14.5, 21.5, 31, 45, 66, 97.4, 116, 200
2.5.2 Enzyme und Enzyminhibitoren

Tab. 2.6: Verwendete Enzyme

ENzYM BEZUGSQUELLE

AMV Reverse Transkriptase Promega, Mannheim

Klenow-Polymerase New England Biolabs GmbH, Frankfurt

Tag DNA Polymerase Promega, Mannheim oder Qiagen, Hilden
RNasin Ribonuclease Inhibitor Promega, Mannheim

2.5.3 Antikoérper

2.5.3.1 Primarantikorper

Tab. 2.7: Liste der verwendeten Primarantikorper

ANTIKORPER KLON BESCHREIBUNG BEZUGSQUELLE VERDUNNUNG
PARP 4C10-5 Monoklonal, Maus Pharmingen, San Diego, USA 1:1000
Caspase-3 Polyklonal, Kaninchen  Cell Signaling Technology, Beverly, USA  1:150
Caspase-6 Polyklonal, Kaninchen  Cell Signaling Technology, Beverly, USA  1:1000
Caspase-7 B94-1 Monoklonal, Maus Pharmingen, San Diego, USA 1:1000
Caspase-8 1C12 Monoklonal, Maus Cell Signaling Technology, Beverly, USA  1:1000
Caspase-9 1-2 Monoklonal, Maus Oncogene, La Jolla, USA 1:500
c-FLIP NF6 Monoklonal, Maus Prof. Dr. Krammer, DKFZ, Heidelberg 1:10
FADD A66-2 Monoklonal, Maus Pharmingen, San Diego, USA 1:1000
Bid Polyklonal, Kaninchen  Biosource, Camarillo, USA 1:500
Phospho-Akt 4E2 Monoklonal, Maus Cell Signaling Technology, Beverly, USA  1:1000
XIAP 48 Monoklonal, Maus Transduction Laboratoires Lexington, USA 1:250
Survivin Polyklonal, Kaninchen  Novus Biologicals, Littleton, USA 1:1000
a-Tubulin B-5-1-2 Monoklonal, Maus Sigma-Aldrich, Seelze 1:5000

2.5.3.2 Sekundarantikorper

Die in dieser Arbeit verwendeten Meerrettich-Peroxidase (Horseradish Peroxidase, HRP)-
gekoppelten HRP-Anti-Maus (Ursprungspezies: Schaf, Isotyp: IgG) und HRP-Anti-Kaninchen (Ur-
sprungspezies: Affe, Isotyp: IgG) Sekundarantikérper wurden von der Firma Amersham Life Tech-
nologies (Freiburg) bezogen und 1:5000 (HRP-Anti-Maus) bzw. 1:3000 (HRP-Anti-Kaninchen)
eingesetzt.
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2.6 Molekularbiologische Kits

Tab. 2.8: Liste der verwendeten molekularbiologischen Kits

KIT

BEZUGSQUELLE

BD Atlas™ Human Apoptosis cDNA Expression Arrays
BD Atlas™ Pure Total RNA Labelling System

BigDye Primer Cycle Sequencing Ready Reaction Kit
Dye Ex 2.0 Spin Kit

Lumi-Light Western Blotting Kit

Nucleotide Removal Kit

PCR Master Mix, 2x

Phototope® HRP Western Detection System

Plasmid Mini Kit

pGEM-T Vector System |

Protein Assay

QlAquick Gel Extraktion Kit

QlAshredder Homogenisator

Rediprime DNA Labelling System

Reverse Transcription Systems

RNase-Free DNase Set

RNeasy Mini Kit

BD Biosciences Clontech (Palo Alto, USA)
BD Biosciences Clontech (Palo Alto, USA)
PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Qiagen, Hilden

Roche Diagnostics, Mannheim

Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Cell Signaling Technology, Beverley, USA
Qiagen, Hilden

Promega, Mannheim

Bio-Rad, Miinchen

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Amersham Life Technologies, Freiburg
Promega, Mannheim

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

2.7 Hilfsmittel

2.7.1 PlastikgefaBe und Einwegartikel

Plastikgefalie wurden von den Firmen Becton-Dickinson (Heidelberg), Eppendorf (Hamburg) und
Nunc (Wiesbaden) bezogen. Polyallomer-Zentrifugenréhrchen und Einwegartikel wurden von den
Firmen Beckman Coulter GmbH (Krefeld) und Gibco (Karlsruhe) bezogen. Microspin S-300 HR-
Saulen wurden Pharmacia Biotech (Dubendorf) bezogen. Filterpapiere wurden von Whatman
Schleicher & Schuell GmbH (Dassel) bezogen. Hybond N Membrane (N steht fiir Nylon) wurden
von Amersham Life Technologies (Freiburg) bezogen.

2.7.2 Filmmaterial und Visualisierungsfolien

Lumi-Film Chemiluminescent Detection Filme von Roche Diagnostics (Mannheim) wurden zur
Visualisierung von Signalen durch Chemolumineszenz verwendet. Kodak Biomax MS Filme von
Sigma-Aldrich (Seelze) oder Fuji Image Folie von Fujiflm Germany (Disseldorf) wurden zur
Visualisierung von radioaktiven Signalen verwendet. Die Verstarkerfolien wurden von der Firma
Fujifiilm Germany (Dusseldorf) bezogen.
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2.7.3 Gerite

Tab. 2.9: Liste der verwendeten Gerate

GERAT BEZUGSQUELLE

ABI PRISM 310 Genetic Analyzer PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Axioskop Carl Zeiss AG, Jena

Bestrahlungsgerat XK 5071 (*°Co) Radiologie, Universitatsklinikum, Disseldorf
Biofuge 13 R Heraeus, Hanau

Bio Photometer

Controlled Environment Incubator Shaker
FUJI Film BAS-Cassette 2340

Gel Dryer Model 583
Gelelektrophoresekammer GNA 100
Gelelektrophoresekammer GNA 200
GenAmp PCR System 2400

Hoefer SE 600 Series Electrophoresis Unit
Hoefer TE Series Transphor Electrophoresis Unit
Hydro Tech Vacuum Pump
Inkubationsroller CAT RM5
Inversionsmikroskop DM IRB

J2 MC Ultrazentrifuge

L8-M Ultrazentrifuge

Megafuge 1.0 R

Mini Hybridization Oven

pH-Meter 340

Phosphoimager FLA-3000
Spectrocrosslinker XL-1000
Spektrophotometer DU 640

Sterilbank NSF 49

Szintillationszahler

T1-Thermocycler

Thermomixer Typ 5436

Titertek Multiskan Plus ELISA Reader
Ultra Turrax Homogenisator
UV-Transilluminator

Water-Jacketed Incubator 3250
Zentrifuge Mikro 22 R

Zentrifuge Universal 16 R

Eppendorf, Hamburg

New Brunswick Scientific, Nirtingen
Fujifilm Germany, Dusseldorf
Bio-Rad, Miinchen

Pharmacia Biotech, Dibendorf
Pharmacia Biotech, Dibendorf

PE Applied Biosystems, Weiterstadt
Hoefer, Holliston, USA

Hoefer, Holliston, USA

Bio-Rad, Miinchen

CAT M. Zipper GmbH, Staufen

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Heraeus, Hanau

Appligene, Heidelberg

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
BMFZ, Disseldorf

Spectronics Corporation, Westbury, USA
Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Clean Air, Woerden, NL

Beckman Coulter GmbH, Krefeld
Biometra GmbH, Goéttingen
Eppendorf, Hamburg

Titertek, Huntsville, Alabama, USA
IKA-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
Spectronics Corporation, Westbury, USA
Forma Scientific Inc., Ohio, USA
Hettich, Kirchlengern

Hettich, Kirchlengern

2.7.4 Software und Server

Tab. 2.10: Ubersicht der verwendeten Software und Server

SOFTWARE

Lasergene DNAStar, Version 4.03
Rytest BASReader 3.01

Rytest Tina20 Densitometrie Software, Version 2.09g

SERVER ADRESSE

BLAST http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST
NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov

PubMed http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/
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3 Methoden

3.1 Zellkultur

3.1.1  Kultivierung von humanen Zelllinien

In dieser Arbeit wurden adharent wachsenden Nierenkarzinomzelllinien und die leukamische Sus-
pensionszelllinie Jurkat J16 verwendet (vgl. 2.1). Die adharent wachsenden Zellen wurden in der
Regel mit 0,4 ml Nahrmedium/cm? Kulturgefalflache und die Suspensionszellen mit 4 x 10° Zellen
pro ml Nahrmedium kultiviert. Um eine Selektion und Synchronisation der Zellen zu vermeiden,
wurden dabei die Zellen kontinuierlich in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten.

3.1.1.1 Kultivierung von Nierenkarzinomzelllinien

Alle in dieser Arbeit verwendeten Nierenkarzinomzelllinien sind aus Primartumoren vom histolo-
gisch klarzelligen Nierenzellkarzinom etabliert und beziiglich des p53-Mutationsstatus charakteri-
siert worden (GERHARZ et al., 1993, 1994; RAMP et al., 2000). Die Zellen wurden in 25 cm® Nun-
clon Kulturgefalflachen (Gibco, Karlsruhe) in einem Brutschrank (Forma Scientific Inc., Ohio,
USA) bei 37°C und einer Atmosphare von 5% (v/v) CO, in folgendem Nahrmedium kultiviert:

DMEM-Medium (500 ml) erganzt mit: ~ 10% (v/v) FBS (nicht Hitze-inaktiviert)
2 mM Glutamin
200 mg/L Arginin
72 mg/L Asparagin
10 mM HEPES, pH 7,4
100 U/ml Penicillin
100 pg Streptomycin

Das Ablésen adharent-wachsender Zellen von Nierenkarzinomzelllinien zum Passagieren oder
Ernten wurde die Zellkultur fir 5-10 Minuten mit 20-50 pl/cm2 PBS versetzt mit 0,05% (v/v) EDTA
(Gibco, Karlsruhe) oder fur 30-60 Sekunden mit 20-50 pl/cm2 PBS versetzt 0,05% (v/v) EDTA
(Gibco, Karlsruhe) und 10% (v/v) Trypsin (Sigma, Seelze) inkubiert.

3.1.1.2 Kultivierung sonstiger Zelllinien

Die Zellen der leukdmischen Suspensionszelllinie Jurkat J16 wurden in den Western Blot Analy-
sen als Kontrolle verwendet. Die Jurkat J16 Zellen wurden bei 37°C und einer Atmosphéare von 5%
(v/v) CO,, in folgender Nahrlésung kultiviert:

RPMI-Medium (500 ml) ergénzt mit: 10% (v/v) FBS (Hitze-inaktiviert)
2 mM Glutamin
100 U/ml Penicillin
100 pg Streptomycin
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3.1.2 Zellzahlbestimmung mit der "Neubauer-Zahlkammer"

Die Zellzahl wurde durch lichtmikroskopisches Auszéahlen eines Aliquots der Zellsuspension - bei
adhérenten Zellen nach Ablésen der Zellen vom Untergrund und bei Suspensionszellen direkt aus
der Kultur enthommen - nach Farbung mit 0,2% (v/v) Trypanblau (Seromed Biochrom KG, Berlin)
in einer Neubauer-Zahlkammer (Brand, Wertheim) ermittelt. Der Farbstoff farbt dabei aufgrund
seiner Membranundurchldssigkeit lediglich tote Zellen blau an, wahrend lebende weil} erscheinen.
Die lebenden Zellen in allen 8 Eckquadraten der Neubauer-Zahlkammer wurden gezahlt und die
Zellkonzentration der Zellsuspension mit folgender Formel berechnet:

Zellzahlg,s, [Zellen/ml] = n/8 x 10* x Verdiinnungsfaktor

"n" steht fir die Menge an gezahlten Zellen, 10 stellt den Kammerfaktor dar und der Verdiinnungsfaktor ergibt sich durch die
Zugabe des entsprechenden Volumens an Trypanblau oder PBS.

3.1.3 Behandlung von Saugerzellen mit Apoptose-Aktivatoren

Zur Induktion der Apoptose wurden die kultivierten Zellen nach 24 Stunden zweimal mit PBS ge-
waschen und schlie3lich mit den in Tabelle 2.2 aufgefiihrten Substanzen oder einer Gamma-
Strahlung in der jeweils angegebenen Endkonzentration bzw. Bestrahlungsdosis behandelt. Zel-
len, die in frischen Nahrmedien ohne Substanz-Zusatz inkubiert wurden oder nicht bestrahlt wur-
den, dienten als Kontrollen. Nach der entsprechenden Inkubationszeit wurden die Zellen geerntet
und auf die Untersuchung der Apoptose-Induktion hin weiter verarbeitet.

3.1.4 Erstellen von Wachstumskinetiken nach Induktion der Apoptose

Wachstumskinetiken von Zellen nach Exposition mit Apoptose-induzierenden Substanzen oder
nach einer Bestrahlung mit Gamma-Strahlung wurden durch Bestimmung der Lebendzellzahl
(3.1.2) erstellt.

Aus semikonfluent bewachsenen Kulturgefaliflachen (Gibco, Karlsruhe) wurden hierzu jeweils 1 x
10* Zellen in 100 yl Nahrmedium pro "well" einer 24-well-Zellkulturplatte (Gibco, Karlsruhe) aus-
gesat und nach 24 Stunden - in 2 ml Medium - mit dem Zytostatikum Topotecan (100 ng/ml) oder
dem rekombinanten humanen und I6slichen (rhs) TRAIL-Liganden (100 ng/ml) exponiert und fir 3,
6, 12, 15 und 24 Stunden weiter inkubiert. In einem weiteren Ansatz der Versuche wurden jeweils
5 x 10* Zellen in 100 pl Nahrmedium pro "well" einer 24-well-Zellkulturplatte ausgeséat und fur 24
Stunden inkubiert. Daraufhin wurden die Zellen mit ionisierender Gamma-Strahlung (1 oder 5 Gy)
oder mit rhs-TRAIL (10 oder 100 ng/ml) alleine oder in Kombination behandelt und fiir weitere 72
Stunden inkubiert, wobei die fiir die Kombinationsbehandlung verwendete Endkonzentration von
rhs-TRAIL 10 ng/ml betrug. Zum Zeitpunkt der Zellzahlbestimmung wurde die Lebendzellzahl
lichtmikroskopisch mit der Neubauer-Zahlkammer bestimmt. Die relativen Lebendzellzahlen (pro-
zentual zur unbehandelten Kontrolle und Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhangigen
Experimenten) der einzelnen Zeitpunkte wurden in einem Diagramm gegen die Inkubationszeit
aufgetragen.
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3.1.5 Statistische Analysen

Die statistische Signifikanz der Effekte von verwendeten Substanzen auf das Zellwachstum wurde
mit Hilfe von T-Test beurteil. Unterschiede bei einem p-Wert von < 0,05 waren demnach statistisch
signifikant. Kombinatorische Wechselwirkungen von rhs-TRAIL und ionisierender Gamma-
Strahlung wurden nach der Methode der partiellen Inhibition wie folgt ermittelt: Ausgedrickt als
partielle Inhibition der Zellviabilitdt ist die von beiden Inhibitoren (i) erzeugte Inhibition additiv,
wenn i 2 = iy + i oder liegt ein Synergismus vor, wenn i1 > iy + i, bzw. antagonistisch, wenn
i) < iy *+ i (WEBB, 1963).

3.1.6 Morphologischer Nachweis der Apoptose durch HE-Farbung

Die HE-Farbung (Hamatoxylin-Eosin) ist ein sehr verbreitetes Farbeverfahren fir histologische
Schnitte und Zellkulturpraparate. Parallel zur Hamatoxylin-Farbung (Zellkernfarbung) wird meist
eine Gegenfarbung mit einem kontrastreichen Zytoplasmafarbstoff (wie z.B. Eosin) durchgefiihrt.
Hierbei erscheinen Zellkerne im Regelfall dunkelblau, wahrend die anderen Zellbestandteile rosa
eingefarbt werden.

Die morphologischen Merkmale der Apoptose (wie z.B. Chromatinkondensation, Zytoplasma-
schrumpfung etc.) wurden anhand der HE-Farbung nachgewiesen. Hierzu wurden jeweils 1 x 10*
Zellen aus semikonfluent bewachsenen Kulturgefafiflachen (Gibco, Karlsruhe) in 100 yl Medium
pro "well" einer 8-well-"chamber slides" (Nunc, Wiesbaden) ausgesat und nach 24 Stunden - in 1
ml Medium - mit Topotecan (100 ng/ml) oder rhs-TRAIL (100 ng/ml) exponiert und fiir 48 Stunden
weiter inkubiert. Danach wurden die Zellen fir die HE-Farbung fixiert. Hierzu wurden die Zellen
zweimal mit PBS gewaschen und anschlieBend 5 Minuten mit eiskaltem Methanol p.A., 30 Sekun-
den mit eiskaltem Aceton p.A. behandelt und an der Luft trocknen gelassen. Die Zellen wurden
nacheinander mit Xylol p.A. (2 x 10 Minuten), 100%, 96% und 70%igem Alkohol p.A. (2 x 5 Minu-
ten) und mit Hdmatoxylin behandelt. Nach 10-minttigem Waschen mit flieRendem Wasser und
Inkubation mit Eosin 70%, 96%, 100%igem Alkohol und Xylol wurden die erwéhnten charakteristi-
schen morphologischen Merkmale der Apoptose anhand der lichtmikroskopischen Beobachtung
der HE-gefarbten Zellen nachgewiesen und durch photographische Aufnahmen im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle dokumentiert.

3.1.7 Herstellung von Zellsedimenten aus eukaryotischen Zellen

Aus semikonfluent bewachsenen Kulturgefaflachen (Gibco, Karlsruhe) wurden jeweils 5 - 7 x 10’
Zellen erneut in Kulturgefaliflaschen mit Nahrmedium kultiviert und nach 24 Stunden mit Topote-
can (100 ng/ml) oder rhs-TRAIL (100 ng/ml) exponiert. Nach einer Inkubationszeit von 12 Stunden
(rhs-TRAIL) oder 24 Stunden (Topotecan) wurden die Zellen mit 0,05% EDTA in PBS abgel6st
und in 50 ml Falcon Réhrchen durch Zentrifugation mit 300 x g fir 5 Minuten bei Raumtemperatur
geerntet. Die Zellen wurden hierfir in PBS resuspendiert und erneut bei 300 x g abzentrifugiert.
Die durch anschlieRende Dekantierung des Uberstandes hergestellten Zellsedimente wurden di-
rekt lysiert oder bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert.
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3.1.8 Herstellung von Proteinextrakten aus eukaryotischen Zellen

Aus semikonfluent bewachsenen Kulturgefakflachen (Gibco, Karlsruhe) wurden jeweils 1 x 10°
Zellen erneut in Kulturgefafiflaschen mit Nahrmedium kultiviert. Die adharent wachsenden Zellen
wurden nach 24-stiindiger Inkubation mit rhs-TRAIL (10 ng/ml) und/oder ionisierender Gamma-
Strahlung (1 Gy) exponiert und fur 0,5, 3, 6, 12 und 24 Stunden weiter inkubiert. Nach einer jewei-
ligen Inkubationszeit wurden die Zellen zun&chst mit PBS gewaschen, um eine Verunreinigung der
Proteinlysate durch Reste von Medium und dem darin enthaltenen FBS zu verhindern. Die zuvor
mit 0,05% EDTA in PBS abgel6sten adharent wachsenden Zellen und die Suspensionszellen wur-
den anschlieBend in 15 ml Falcon-Réhrchen durch Zentrifugation mit 300 x g fir 5 Minuten bei
Raumtemperatur geerntet, die Zellen in PBS resuspendiert und erneut bei 300 x g abzentrifugiert.
Nach Dekantierung des Uberstandes wurde das Zellsediment abhéngig von der Zellmenge in 200-
300 ul des Protein-Lysepuffers [100 mM NaCl; 10 mM Tris/HCI, pH 7,6; 1mM EDTA, pH 8,0; 1
mg/ml Aprotinin; 100 mg/ml Phenylmethylsulphonylfluorid; 1% Nonidet P40] resuspendiert und fir
20 Minuten im Eisbad bei 0°C inkubiert. Durch Zentrifugation der Lysate mit 20000 x g fur 20 Mi-
nuten bei 4°C wurden restliche Zelltrimmer pelletiert. Der Uberstand wurde als Proteinfraktion
gewertet, in ein anderes Reaktionsgefald Gberfihrt und bis zur weiteren Verarbeitung bei -20°C
gelagert.

3.1.9 Isolierung von Gesamt-RNA aus eukaryotischen Zellen

3.1.9.1 RNA-Praparationen nach der Guanidiniumisothiocyanat-Methode

Die Isolierung der Gesamt-RNA wurde Uber die Guanidiniumisothiocyanat (GITC)-Methode nach
dem Standardprotokoll (CHIRGWIN et al., 1979) durchgefuhrt. GITC gehdrt zu den chemischen
Substanzen der Gruppe "chaotrope" Salze, welche die geordneten Wasserstoffbriickenbindungen
in Wasser aufldésen, indem sie die Wasserstruktur stéren und so fiir die Zunahme der Entropie (ein
Mal fir die Unordnung in einem System) sorgen. Aufgrund der Tatsache, dass die treibende Kraft
der Proteinfaltung die Zusammenlagerung der hydrophoben Aminosauren im Wasser ist, verrin-
gern chaotrope Salze damit die hydrophoben Effekte bei Aminosauren und wirken denaturierend
auf Proteine, wahrend Nukleinsauren véllig intakt sind. Die Ultrazentrifugation in einem Caesium-
chlorid-Dichtegradienten gewahrleistet die optimale Auftrennung von Proteinen, DNA und RNA
aufgrund ihrer unterschiedlichen Dichten.

Auf dieser Grundlage wurden die kultivierten sedimentierten Zellen in 6,3 ml denaturierenden Ly-
sepuffer von GITC (Sigma-Aldrich, Seelze) aufgenommen und durch Mischen homogenisiert.
Nach Zugabe von 3 g Caesiumchlorid (Sigma-Aldrich, Seelze) erfolgte ein erneutes Mischen, dem
sich eine Zentrifugation mit 200 x g fur 30 Sekunden anschloss. Daraufhin wurde eine Dichtegra-
dientenultrazentrifugation durchgefiihrt, um die Zellbestandteile aufzutrennen. Hierzu wurden 3,6
ml der CsCI-Losung in ein RNAse-freies Polyallomer-Rohrchen gefiillt und die zu lysierenden Zel-
len vorsichtig darUber geschichtet. Die Dichtegradientenzentrifugation erfolgte mit 50000 x g fur 24
Stunden bei 25°C. Anschlielend wurde die sedimentierte Gesamt-RNA in 400 pl RNA-
Aufnahmepuffer [10 mM Tris-HCI, pH 7,4; 5mM EDTA; 1% (v/v) SDS] aufgenommen und mittels
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Phenol-Chloroform/Isoamylalkohol-Extraktion nach dem Standardprotokoll (CHOMCZYNSKI & SAcC-
CHI, 1987) gereinigt. Nach der Prazipitation durch eine Ethanol-Fallung wurde die Gesamt-RNA in
200 pyl RNAse-freiem DEPC-H,0 resuspendiert. Die Qualitat der RNA wurde in einem denaturie-
rendem Agarosegel nach elektrophoretischer Trennung (3.2.2.2) und Farbung mit Ethidiumbromid
anhand der Integritat ihrer 28S- und 18S-Banden Uberprift und auf einem UV-Transilluminator
(Spectronics Corporation, Westbury, USA) mittels eines digitalen Bildverarbeitungssystems doku-
mentiert (Frobel Labortechnik, Lindau). Die isolierte Gesamt-RNA wurde bis zum weiteren Ge-
brauch bei -80°C gelagert.

3.1.9.2 RNA-Praparationen mit dem RNeasy Mini Kit

Die kultivierten sedimentierten Zellen wurden mit Hilfe des QIAshredder Homogenisators nach
Angaben des Herstellers homogenisiert (lysiert) (Qiagen, Hilden). Die Isolierung von Gesamt-RNA
aus homogenisierten Zellen erfolgte unter Einsatz von Saulen und speziellen Puffern des Kits
nach Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden). Bei dieser auf einem Saulen-Trennverfahren ba-
sierenden Methode handelt es sich die selektive Bindung der RNA an eine Membran und deren
anschlielende Elution unter speziellen Puffer- und pH-Bedingungen. Die mit RNAse-freiem
DEPC-H,0 [0,1% (v/v)] eluierte RNA wurde nach photometrischer Bestimmung der Konzentration
oder bis zum weiteren Gebrauch bei -80°C gelagert.

3.2 Nukleinsauren

3.2.1 Bestimmung von Nukleinsdure-Konzentrationen

Die Konzentrationen von RNA- und DNA-Lésungen wurden durch Messung der Absorption bei
einer Wellenlange (A) von 260 nm bzw. 280 nm photometrisch bestimmt, wobei der Messwert fiir
eine Absorption von 1.0 bei 260 nm einer Konzentration von 50 ug doppelstrangiger DNA/mI und
40 ug einzelstrangiger RNA/mI oder 33 ug einzelstrangiger DNA/mI entspricht (SAMBROOK et al.,
1989).

Die Reinheit der RNA und DNA wurde durch zusétzliche Messungen bei einer Wellenldnge von
280 nm und anhand des Quotienten der Messwerte von 280 nm zu 260 nm ermittelt, der zwischen
1.8 und 2.0 betrug und somit einer héchsten Reinheit entsprach (SAMBROOK et al., 1989).

3.2.2 Elektrophoretische Auftrennung von Nukleinsauren

3.2.2.1 Native Agarose-Gelelektrophorese

Die Uberpriifung der PCR-Amplifikate erfolgte je nach ihrer GroRe (Basenpaaranzahl) in 1-3%igen
horizontalen Agarosegelen.

Hierzu wurde die Agarose (Peglab Biotechnologie GmbH, Erlangen) in 1 x TBE-Puffer [90 mM
Tris/Borsaure, pH 8,0; 90 mM Borsaure; 2 mM EDTA] gelost, aufgekocht und nach Abkihlung auf
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ca. 40°C in einer entsprechenden Kammer geliert. Die PCR-Amplifikate oder DNA-Fragmente
wurden in einem 6:1 Volumenverhaltnis mit DNA-Ladepuffer [6xDNA-Ladepuffer: 125 mM
Tris/HCI, pH 6,8; 2% (w/v) SDS; 0,02% (w/v) Bromphenolblau; 20 uyg/ml RNAse A; 500 pug/ml Pro-
teinase K)] gemischt und aufgetragen. Je nach der zu untersuchenden DNA-GréRe wurde als
Grolenstandard eine DNA-Leiter von 100 Bp oder 1 Kb (Tab. 2.3) mitgefiihrt. Die Elektrophorese
erfolgte bei einer Spannung von 80-100 V in 1 x TBE fur 2-3 Stunden. AnschlieRend wurden die
Agarosegele fur 20 Minuten in einem Ethidiumbromidbad [0,5 pug/ml Ethidiumbromid in 1 x TBE]
gefarbt und auf einem UV-Transilluminator (Spectronics Corporation (Westbury, USA) photogra-
phisch dokumentiert (Frébel Labortechnik, Lindau).

3.2.2.2 Denaturierende Agarose-Gelelektrophorese

Die Auftrennung isolierter Gesamt-RNA zur Uberpriifung ihrer Integritat und zum anschlieRenden
Transfer auf eine Hybond N Membran (Amersham Life Technologies, Freiburg) erfolgte unter de-
naturierenden Bedingungen in 1,2%igen Agarose-Formaldehyd-Gelen.

Hierzu wurden jeweils 20 yg Gesamt-RNA mit RNA-Ladepuffer (5xRNA-Ladepuffer: 80 mM
MOPS, pH 7,0; 20 mM Natriumacetat; 4 mM EDTA; 20% (v/v) Glycerin; 14% (v/v) Formaldehyd;
30% Formamid; 0,1% (w/v) Bromphenolblau] Probenpuffer gemischt, 10 Minuten bei 65°C erhitzt
und anschlieBend elektrophoretisch bei einer Spannung von 75 V (ber 4 bis 5 Stunden aufge-
trennt. Dabei diente FA [20 mM MOPS; 5 mM Natriumacetat; 1 mM EDTA] als Laufpuffer - ver-
setzt mit 7,4% (v/v) Formaldehyd, um die Rickbildung von Sekundarstrukturen der RNA wahrend
der Elektrophorese zu unterbinden. Nach der Gelelektrophorese erfolgte die Uberpriifung des
gleichmalliigen Auftragens der RNA unter UV-Licht sowie die photographische Dokumentation
(Frébel Labortechnik, Lindau).

3.2.2.3 Extraktionen von DNA aus Agarose-Gelen

Zur Uberpriifung der jeweiligen PCR-Amplifikate wurden nach ihrer elektrophoretischen Auftren-
nung unter UV-Licht (A = 312 nm) aus dem Gel herausgeschnitten und mit Hilfe des QlAquick Gel
Extraktion Kits nach den Vorschriften des Herstellers (Qiagen, Hilden) eluiert.

3.2.3 cDNA-Synthese durch genspezifische Reverse Transkription

Die Reverse Transkription (RT) der Gesamt-RNA diente zur Herstellung der cDNA fir die PCR-
Analysen. Die Reaktion der Reversen Transkription erfolgte mit Hilfe des Reverse Transcription
System (Promega, Mannheim) nach den Anweisungen des Herstellers.

Hierzu wurde 1 pg der Gesamt-RNA wurde durch Inkubation fur 10 Minuten bei 70°C denaturiert.
Die denaturierte Gesamt-RNA wurde schnell durch Zentrifugation sedimentiert und bis zur Durch-
fihrung der Reversen Transkription bei 4°C inkubiert. Die Reverse Transkription wurde nach fol-
gendem Reaktionsansatz durchgefiihrt.
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Reaktionsansatz zur Reversen Transkription

MgCl;, 25 mM 4 pl
Reverse Transkriptase Puffer (10x konzentriert) 2l
dNTP-Mix, 10 mM 2l
RNasin (Ribonuclease Inhibitor) 0,5 ul
AMV Reverse Transkriptase (hoch konzentriert) 15U
Oligo(dT)15-Primer 0,5 ug
Gesamt-RNA 1 g
RNAse freies H,O ad 20 pl

MgCl, diente als Kofaktor fir die AMV Reverse Transkriptase (Avian Myelobastosis Virus) und der
Reverse Transkriptase Puffer zur Optimierung der Reaktionsbedingungen der Transkriptase. Der
fur die Primerverlangerung notwendige dNTP-Mix setzt sich aus dATP, dCTP, dGTP und dTTP
von jeweils 250 yM zusammen. Die Reverse Transkriptase AMV synthetisiert Einzellstrang-cDNA
aus Gesamt-RNA sowie aus poly(A) -isolierter RNA. Der Einsatz von Oligo(dT)s-Primern gewahr-
leistet, dass die Reverse Transkription an der 3'-poly(A)-Region gestartet wird. RNasin ist ein Ri-
bonuklease-Inhibitor, der mdgliche im Reaktionsansatz befindliche RNasen inaktiviert. Die Syn-
these der cDNA durch Reverse Transkription erfolgte nach folgendem Standardprogramm:

Standardprogramm zur cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

1. 42°C 50 min Primerverlangerung (Extension)
{
2. 95°C 5min Denaturierung der AMV
{
3. 4°C  >0min Kuhlung nach Beendigung der Reaktion

3.2.4 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Im Rahmen dieser Arbeit wurden verschiedene PCR-Techniken (Polymerase Chain Reaction)
eingesetzt, um cDNA zu amplifizieren, oder definierte DNA-Bereiche zu sequenzieren. Alle kon-
ventionellen PCR-Reaktionen wurden mit Hilfe des T1-Thermocyclers (Biometra, Géttingen) oder
des GeneAmp PCR Systems 2400 (PE Applied Biosystems, Weiterstadt) durchgefthrt.

3.2.4.1 Konventionelle Amplifikationen von Gensequenzen aus cDNA (RT-PCR)

Zur Untersuchung der Genexpression wurden konventionelle PCR-Reaktionen durchgefihrt, in
denen cDNA als "Template" diente. Die konventionelle Amplifikation von Gensequenzen aus
cDNA wurde mit Hilfe des "ready-to-use" PCR Master Mix, 2x (Promega, Mannheim) nach den
Angaben des Herstellers durchgefuhrt und erfolgte nach folgendem Reaktionsansatz, wobei die in
Tabelle 2.4 aufgefiihrten sequenzspezifischen Oligonukleotide als "sense" und "antisense" Primer
dienten:

Reaktionsansatz zur Amplifikation von Gensequenzen aus cDNA durch PCR

PCR Master Mix, 2x 25
Primer 1 ("sense"), 10 uM 0,5-5,0 pl
Primer 2 ("antisense"), 10 uM 0,5-5,0 pl
cDNA-Template™® 5-10 pl
Nuklease-freies H20 ad 50 pl

®die mittels RT-PCR-synthetisierte cDNA; ©'Zum Ausschiuss von Kontaminationen mit Fremd-DNA wurde bei jeder
PCR-Versuchsreihe eine Negativkontrolle ohne Zusatz von cDNA mitgefiihrt.
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Der PCR Master Mix, 2x setzt sich aus dem Taq DNA-Polymerase (50 U/ml) des Bakteriums
Thermus aquaticus, dem PCR-Puffer (pH 8,5), dem dNTP-Mix [400 yM/dNTP] und MgCl, [3 mM]
sowie dem Nuklease-freien H,O zusammen. Mit einer Halbwertzeit von ca. 9 Minuten bei 97,5°C
ist die Tag DNA Polymerase auch bei hohen Temperaturen noch sehr stabil und wird hauptsach-
lich zur DNA-Amplifikation eingesetzt. Der Mix ist eine optimierte Mischung, die eine effiziente
Amplifikation der DNA in einer Lange von 200-2000 Bp gewahrleistet. Primer 1 bzw. 2 definieren
die jeweilige Zielsequenz der DNA fir die Gene E2F1, GADD45, p21, APAF-1, Caspase-9,
CDC25A, NIK, BCL-2A1, Smac/DIABLO und HPRT1 (vgl. Tab. 2.4). Die Amplifikationen der
Gensequenzen aus cDNA wurden nach folgendem Standardprogramm durchgefiihrt:

Standardprogramm zur Amplifikation von Gensequenzen aus cDNA durch PCR

1. 95°C 5 min Pradenaturierung
A
2. 95°C 1 min Denaturierung
\A
52°C® - 30s'%, 45 s bzw. _ _ _
35/ 40 3. 58°C 1 min Primerbindung (Annealing)
Zyklen
4. 72°C 1 min Primerverlangerung (Elongation)
A
5. 4°C >1 min Kuhlung nach Beendigung der Reaktion

®Amplifikationszyklen: 35 (BCL-2A1, Caspase-9, CDC25A, E2F1, GADD45, HPRT1, NIK, p21, Smac/DIABLO), 40
(APAF-1); ®Primerbindungstemperatur (°C): 52 (APAF-1), 54 (E2F1, CDC25A, HPRT1), 56 (Caspase-9, GADD45,
Smac/DIABLO), 57 (BCL-2A1), 58 (NIK, p21); ©Primerbindungszeit: 30 s (APAF-1, Caspase-9, CDC25A, HPRT1, p21),
45 s (BCL-2A1, E2F1, GADD45), 1 min (NIK, Smac/DIABLO)

Zur Uberpriifung der jeweiligen PCR-Amplifikate wurde von dem gesamten PCR-Ansatz zunachst
eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefuhrt und das PCR-Produkt mit dem QIAquick Gel Ex-
traktion Kit nach den Vorschriften des Herstellers (Qiagen, Hilden) eluiert. AnschlieRend wurden
Sequenzanalysen durchgeflhrt.

3.2.4.2 Sequenzierung von DNA

Die jeweiligen PCR-Amplifikate sollten zu ihrer sicheren Identifizierung sequenziert werden. Hierzu
wurden die Amplifikate mit Hilfe der Microspin S-300 HR-Saulen (Pharmacia Biotech, Dibendorf)
von Uberschissigen Primern getrennt und die DNA-Konzentration erneut photometrisch bestimmt
(3.2.1). Die DNA-Sequenzanalyse wurden mit dem auf der Kettenabbruch-Methode basierenden
BigDye Primer Cycle Sequencing Ready Reaction Kit nach Angaben des Herstellers (PE Applied
Biosystems, Weiterstadt) durchgefuhrt und erfolgte nach folgendem Reaktionsansatz, wobei PCR-
Amplifikate als Templates dienten:

Reaktionsansatz zur DNA-Sequenzierung

5 pmol/pl "Sense"- oder "Anti-sense"-Primer
100 ng PCR-Amplifikate (Templates)
2l Terminator Ready Reaction Mix

ad 10 pl H,O
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Der Terminator Ready Reaction Mix enthalt AmpliTag-Polymerase, Puffer, dNTPs sowie bei un-
terschiedlichen Wellenlangen fluoreszierende 2,3-didesoxy-NTPs (ddNTPs) und gewabhrleistet die
Blockierung der weiteren Kettenverlangerung durch Einbau eines markierten didesoxy-Nukleotids
mit Hilfe der PCR. So entstehen fluoreszierende Fragmente unterschiedlicher Lange, deren Farb-
kodierung von dem Sequenziergerat erkannt und analysiert werden kann. Die PCR-Reaktion wur-
de nach folgendem Standardprogramm durchgefiihrt:

Standardprogramm zur DNA-Sequenzierung durch

1. 95°C 5 min Pradenaturierung
\)
2. 95°C 10's Denaturierung
\)
25 Zyklen 3. 50°C 5s Primerbindung (Annealing)
4. 60°C 4 min Primerverlangerung (Elongation)
\
5. 4°C >1 min Kihlung nach Beendigung der Reaktion

Die nicht-eingebauten markierten didesoxy-Nukleotide wurden nach Beendigung der PCR-
Reaktion mit Hilfe des Dye Ex 2.0 Spin Kits nach den Angaben des Herstellers (Qiagen, Hilden)
entfernt, anschlieBend in HPLC-Wasser (Millipore GmbH, Schwalbach) aufgenommen und mit
einem Sequenziergerat, dem ABI PRISM 310 Genetic Analyzer (PE Applied Biosystems, Weiter-
stadt), automatisch analysiert, wobei das Gerat Elektropherogramme erstellte. Die Auswertung der
Diagramme und der Nukleinsauresequenz erfolgte mit der Software Lasergene DNAStar, Version
4.03 sowie durch Identitatsvergleich mit der Datenbank Uber das BLAST-Programm.

3.2.5 cDNA-Microarray Analysen

In dieser Arbeit wurden cDNA-Microarray Analysen durchgefiihrt, um die Unterschiede in der Ge-
nexpression nachzuweisen, die durch eine Zytostatika- oder rhs-TRAIL-vermittelte Apoptose indu-
ziert wurden. Die Untersuchung der differentiellen Genexpression wurde unter Einsatz des BD
Atlas Human Apoptosis cDNA Expression Array Systems nach den Anweisungen des Herstellers
durchgefiihrt (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA). Das verwendete Microarray System
enthielt spezielle Nylon-Arraymembrane, auf denen jeweils 205 humane Apoptose-relevante Ge-
ne, 9 humane Haushaltsgene sowie Negativkontrollen und Kalibrierungsmarker als cDNA in Dupli-
kat, bestehend aus kurzer sequenzspezifischer Oligonukleotide, immobilisiert waren.

3.2.5.1 Herstellung der markierten cDNAs fiir Microarray Analysen

Die Herstellung der radioaktiv markierten Sonden-cDNA aus Gesamt-RNA und die anschlief3ende
Aufreinigung erfolgte mit dem BD Atlas Pure Total RNA Labelling System nach Vorschriften des
Herstellers (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA).
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Hierzu wurden 5 pg (2 ul) der Gesamt-RNA mit 1 ul der mitgelieferten Apoptose-spezifischen 10x
CDS-Primer-Mischung zusammengegeben und in einem vorgeheizten Thermoblock fir jeweils 2
Minuten bei 70°C und 48°C inkubiert. AnschlieRend wurde der Ansatz mit 8 yl des zuvor nach
Angaben des Herstellers hergestellten Mastermix [2 pl 5xReaktionspuffer: 1ul 10x dNTP-
Mischung; 3,5 pl [a-32P]dATP - 3000 Ci/mmol - 10 pCi/pl (Hartmann Analytik GmbH, Braun-
schweig); 0,5 pyl 100 mM DTT; 1 yl MMLV Reverse Transkriptase - 50 U/ul; (Moloney Murine Leu-
kemia Virus)] gemischt und fir weitere 60 Minuten bei 48°C inkubiert. Die Inaktivierung der Rever-
sen Transkriptase erfolgte durch Zugabe des mitgelieferten 1 yl 10x Termination-Mix und Inkuba-
tion fir 5 Minuten bei Raumtemperatur. Danach wurde die radioaktiv markierte Sonden-cDNA
durch Entfernung von nicht-eingebauten [a-**P]dATPs und den kleinen cDNA-Fragmenten (< 100
Bp) mit Hilfe der mitgelieferten Komponente des BD Atlas Pure Total RNA Labelling Systems,
welche auf einem sdulen-chromatographischen Verfahren basieren, nach Angaben des Herstel-
lers aufgereinigt. AnschlieRend wurde die Gesamt-Radioaktivitdt von radioaktiv markierter Son-
den-cDNA mit einem Szintillationszéhler (Beckman Coulter, Krefeld) bestimmt. Fur die nachfol-
genden Hybridisierungsversuche wurden ausschlief3lich die [a-32P]dATP-markierten Sonden-
cDNA-Proben eingesetzt, deren minimale Gesamt-Radioaktivitat 10 x 10° cpm/ml (counts per mi-
nute: Zerfalle pro Minute) betrug. Bis zur weiteren Verwendung erfolgte die Lagerung radioaktiv
markierter Sonden-cDNA erfolgte bei -20°C.

3.2.5.2 Hybridisierung der markierten cDNAs auf Microarrays

Die Hybridisierung radioaktiv markierter Sonden-cDNA mit der auf dem BD Atlas Human Apopto-
sis cDNA Expression-Arraymembran immobilisierten cDNA-Oligomere wurde mit Hilfe der mitge-
lieferten BD ExpressHyb Losung nach den Vorschriften des Herstellers (BD Biosciences Clontech,
Palo Alto, USA) durchgefuhrt.

Hierzu wurde die BD Atlas Arraymembran mit einer Prahybridisierungsmischung [0,5 mg denatu-
rierte Lachs-Spermien-DNA; 10 mg/ml (Sigma-Aldrich, Seelze); 5 ml BD ExpressHyb Lésung) fir
30 Minuten bei 68°C im Hybridisierungsofen (Appligene, Heidelberg) inkubiert. Anschlief’end wur-
de die Prahybridisierungsmischung mit der zuvor 5 Minuten bei 95°C inkubierten Hybridisierungs-
probe (5 pl radioaktiv markierte Sonden-cDNA; 10 x 10° cpm/ml; 5 pl mitgelieferte C,t-1 DNA)
gemischt. Mit dieser Hybridisierungsmischung erfolgte eine erneute Inkubation der BD Atlas Ar-
raymembran Ubernacht bei 68°C im Hybridisierungsofen (Appligene, Heidelberg). Nach Beendi-
gung der Hybridisierungsreaktionen wurde die Arraymembran zur Entfernung unspezifisch gebun-
dener DNA nach Angaben des Herstellers (BD Biosciences Clontech, Palo Alto, USA) gewaschen.
Hierzu wurde die Membran zunéachst fir 3 x 30 Minuten bei 68°C jeweils mit Lésung | [2 x SSC
(20xSSS: 3 M Natriumchlorid; 300 mM Natriumacetat, pH 7,0); 1% SDS] und mit Lésung 1l [0,1 x
SSC; 0,5% SDS] sowie fur weitere 5 Minuten mit 2 x SSC bei Raumtemperatur gewaschen.

3.2.5.3 Signaldetektion und Datenanalyse von Microarrays

Die gewaschene Arraymembran wurde in eine Plastikfolie eingeschweil’t und fir 3-10 Tage mit
einem Rontgenfilm in einer Filmkassette mit Verstarkerfolie (Fujifilm Germany, Disseldorf) bei
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Raumtemperatur exponiert. Nach der Exposition wurden radioaktive cDNA-Signale mit dem Phos-
phoimager FLA-3000 (BMFZ, Disseldorf) Uber die Software Rytest BASReader detektiert und
densitometrisch analysiert. Der Expressionsgrad fir jede cDNA wurde als Mittelwert von beiden
entsprechenden Signalwerten ermittelt. Das Ausmalf der Hintergrund-Expression wurde als Mit-
telwert von 10 zufallig gewahlten Hintergrund-Signalen berechnet. Durch Abstrahieren der Hinter-
grund-Expression wurden die Ergebnisse der cDNA-Expression normiert. Die normierten Ergeb-
nisse wurden gegeniiber den cDNA-Signalen des Haushaltsgens HPRT1 (Hypoxanthin-Guanin
Phosphoribosyltransferase) abgeglichen und im Vergleich zur Kontrolle ausgewertet. Hierdurch
konnten wie nachfolgend dargestellt den spezifischen cDNA-Signalen sowohl ein quantitativer
relativer Expressionsgrad im Vergleich zur Kontrolle als auch eine entsprechende Farbcode zuge-
teilt werden. Die Ergebnisse des cDNA-Microarrays exemplarisch fur die einzelnen Gene (vgl.
Tab. 2.4) wurden mittels Northern Blot Analysen Uberpruft.

Relative Anderung und zugehérige Farbcode der cDNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle

Abnahme keine Anderung Zz u n a h m e
< 0,5 fache 0,5-1,5 1,6 — 3 (gering) 3,1 - 6 (mittelstark) > 6 (stark)

3.2.6 RNA-Transfer ("Northern Blot")

Das Funktionsprinzip der Methode "Northern Blot" basiert auf dem Elektrotransfer von RNA auf
einen Trager (z.B. Nylonmembran) mit anschlieRender Hybridisierung der spezifischen Markierung
von RNA-Sequenzen mit komplementaren Sonden und deren Detektion (ALWINE et al., 1977;
THOMAS, 1980).

Hierzu wurden jeweils 20 pg der Gesamt-RNA in einem denaturierenden 1,2%igen Agarose-Form-
aldehyd-Gel elektrophoretisch aufgetrennt. Das gleichmafige Aufragen der RNA wurde unter UV-
Licht Gberprift und dokumentiert (Frébel Labortechnik, Lindau). Zum Transfer der aufgetrennten
RNA aus dem Gel auf eine Nylonmembran wurde das Gel luftblasenfrei auf in 20 x SSC getrank-
tes Filterpapier (Whatman Schleicher & Schuell GmbH, Dassel) gelegt, darauf eine Hybond N
Nylonmembran (Amersham Life Technologies, Freiburg) ausgerollt und dartber erneut Filterpapier
geschichtet. Der Aufbau stand in einer Wanne mit 20 x SSC, sodass die RNA durch den Kapillar-
effekt aus dem Gel herausgeldst und in die Nylonmembran transferiert werden konnte. Nach 24
bis 48 Stunden wurde die Vollstandigkeit des Transfers unter UV-Licht gepruft. Anschlieend er-
folgte ein "UV-Crosslinking" mit einem UV-Crosslinker (Spectronics Corporation, Westbury, USA),
um RNA auf der Nylonmembran zu immobilisieren.

3.2.6.1 Herstellung der markierten cDNAs fiir Northern Blot Analysen

Die radioaktive Markierung der generierten Sonden-cDNA mit [a->*P]JdCTP (Hartmann Analytik
GmbH, Braunschweig) erfolgte mit Hilfe des Rediprime DNA Labelling Systems nach den Anga-
ben des Herstellers (Amersham Life Technologies, Freiburg).
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Hierzu wurden zunachst 100 ng der spezifischen Sonden-cDNA durch 10-mindtige Inkubation bei
95°C in Einzelstrange denaturiert. Der eigentliche Oligolabeling-Ansatz setzte sich wie folgt zu-
sammen: 5 pl spezifische cDNA-Sonde (100 ng), 25 ul H,O bidest, 10 ul Labelling-Puffer des Re-
diprime DNA Labelling Systems, 5 pl Primer, 2 ul Klenow-Polymerase (New England Biolabs
GmbH, Frankfurt) und 3 pl [a-**P]dCTP. Nach einer Inkubation von 60 Minuten bei 37°C wurde
nicht inkorporiertes dCTP mit Hilfe des Nucleotide Removal Kits nach den Vorschriften des Her-
stellers (Qiagen, Hilden) entfernt, anschlieRend die Gesamt-Radioaktivitdt der markierten Sonden-
cDNA mit einem Szintillationszahler (Beckman Coulter GmbH, Krefeld) bestimmt.

3.2.6.2 Hybridisierung der markierten cDNAs auf Nylonmembranen

Um die unspezifischen Bindungen bei der Hybridisierung zu reduzieren, wurde die Hybond N Ny-
lonmembran zunachst in einer Northern Blot Hybridisierungslésung [50% Formamid; 250 mM
Na,HPO,, pH 7,2; 250 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH 8,0; 7% SDS; 2% 10 mg/ml Lachs-Spermien-
DNA] bei 43°C fur mindestens 4 Stunden im Hybridisierungsofen (Appligene, Heidelberg) inku-
biert. Daraufhin wurde die Northern Blot Hybridisierungslésung gegen 10 ml der gleichen Losung
mit radioaktiv markierter Sonden-cDNA (Gesamtaktivitat von 1 bis 2 x 10° cpm/ml) ausgetauscht,
die zuvor durch 5-minttiges Erhitzen bei 95°C denaturiert war. Nach 18-24-stlindiger Inkubation
im Hybridisierungsofen (Appligene, Heidelberg) bei 43°C wurde die Membran zur Elimination un-
spezifisch gebundener radioaktiver DNA zunachst dreimalig 15 Minuten bei 43°C mit NB Wasch-
[6sung 1 [2 x SSC; 0,1% SDS] und anschlief3end jeweils 20 Minuten mit NB Waschlésung 2 [0,1%
SDS; 25 mM Na,HPOy, pH 7,2; 1 mM EDTA, pH 8,0] und NB Waschlésung 3 [1% SDS; 25 mM
Na,HPO,, pH 7,2; 1 mM EDTA, pH 8,0] gewaschen. Danach wurde die Membran in eine Plastik-
folie eingeschweifdt und fir 2-10 Tage mit einem Rontgenfilm in einer Filmkassette mit Verstarker-
folie (Fujifilm Germany, Dusseldorf) bei -70°C exponiert. Daraufhin konnte die relative Bandengro-
Re der Signale mittels zuvor auf der Membran markierten 28S- (4,9 Kb) und 18S (1,9 Kb) Banden
der ribosomalen RNA ermittelt werden. Die Gleichheit der aufgetragenen RNA-Menge wurde
durch die Untersuchung der mRNA-Expression des Haushaltsgens HPRT1 (Hypoxanthin-Guanin
Phosphoribosyliransferase) tberprift. Durch visuellen Vergleich der Schwarzung der spezifischen
Banden konnten den RNA-Signalen ein semiquantitativer Expressionsgrad zugeteilt werden.

3.3 Proteine

3.3.1 Bestimmung von Protein-Konzentrationen

Die Proteinbestimmung wurde nach einer Methode von SEDMAK & GROSSBERG (1977) durchge-
fuhrt. Die Methode basiert prinzipiell auf der unspezifischen Anlagerung des Saurefarbstoffes
Coomassie-Brillantblau G 250 an kationische und nichtpolare, hydrophobe Seitenketten von Prote-
inen und wurde mit dem Protein-Assay Farbreagenz von Bio-Rad (Miinchen) durchgefiihrt. Eine
Proteinlésung wurde dabei mit H,O auf 800 pl aufgefllt, bevor 200 ul Farbreagenz zugegeben
wurden. Die Absorption bei 595 nm wurde in einem Spektralphotometer DU640 (Beckman Coulter
GmbH, Krefeld) gegen eine Referenz ohne Protein gemessen und die Proteinkonzentration an-
hand einer Eichgeraden, erstellt mit 5 bis 20 uyg BSA (Rinderserumalbumin), ermittelt.
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3.3.2 Polyacrylamid-Gelelektrophorese ("PAGE")

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte in denaturierenden diskontinuierlichen SDS-haltigen Poly-
acrylamid-Gelen nach einer Methode von LAEMMLI (1977), wobei abhd&ngig vom Molekulargewicht
von Proteinen 8- bis 12%ige Poyacrylamid-Trenngele mit 5%igen Sammelgelen Uberschichtet
wurden. Alle Gelelektrophoresen wurden dabei in einem vertikalen System von Hoefer (Holliston,
USA) durchgefuhrt. Molekulargewichtsbestimmungen erfolgten mit Hilfe des "prestained kalei-
doscope" Low Range- oder Broad Range-Markers" von Bio-Rad (Munchen). Nachfolgend ist die
Zusammensetzung der einzelnen Komponenten dargestellt.

Komponenten der SDS-Polyacrylamid-Gele

Trenngel Sammelgel WB-Elektrophoresepuffer | Protein-Gelladepuffer
Acrylamid- 12-15% (v/v) 5% (v/v) 25 mM Tris 10 mM Tris/HCI, pH 8,0
Bisacrylamid-Mix
(30%; 37,5:1)
Tris/HCI, 400 mM (pH 8,8) | 125 mM (pH 6,8) | 192 mM Glycin 1mM EDTA
pH 8,8/6,8
SDS 0,1% (w/v) 0,1% (w/v) 0,1% (w/v) SDS 12,5% (v/v)  Glycerin
TEMED 0,03% (v/v) 0,08% (v/v) pH 8,3 2% (wiv) SDS
APS 0,04% (w/v) 0,1% (w/v) 2% (viv) B-Mercaptoethanol
0,01% (w/v)  Bromphenolblau

Jeweils 50 pg der Proteinproben wurden mit Protein-Gelladepuffer in einem 1:1 Verhaltnis ge-
mischt, 5 Minuten lang im Heizblock bei 95°C denaturiert, durch Vortexen resuspendiert, 30 Se-
kunden bei 20000 x g zentrifugiert und aufgetragen. Die Auftrennung erfolgte bei einer konstanten
Spannung von 150-200 V in WB Elektrophoresepuffer.

3.3.3 Proteintransfer ("Western Blot")

Analog zur RNA, basiert das Funktionsprinzip der Methode "Western Blot" auf dem Elektrotransfer
von Proteinen ebenso auf einen Trager (z.B. Nitrocellulosemembran) mit anschlielender
Detektion (Radioaktivitdt oder Chemolumineszenz) (LOTTSPEICH & ZORBAS, 1998).

Der Elektrotransfer der elektrophoretisch in SDS-Polyacrylamidgelen aufgetrennten Proteine auf
eine Nitrocellulosemembran mit einer Porengrofe von 0,45 um (Whatman Schleicher & Schuell
GmbH, Dassel) erfolgte fiir 1-2 Stunden in einer mit WB Transferpuffer [25 mM Tris/HCI, pH 7,5;
192 mM Gilycin; 20% (v/v) Methanol] gefillten, geklhlten Transfer-Kammer von Hoefer (Holliston,
USA) bei konstanter Spannung von 100 V zwischen zweimal zwei Lagen Filterpapier. Vor jenem
Uberfiilhren wurden das ungefarbte Gel, das Filterpapier und die Nitrocellulosemembran in WB
Transferpuffer getrankt. Die Effektivitat des Transfers wurde durch eine reversible Proteinfarbung
(gebrauchsfertige 0,2%ige Ponceau S-Lésung in 3% TCA von Serva, Heidelberg) auf der
Nitrocellulosemembran Uberprift. Danach wurden die Membrane zweimal fir 10 Minuten mit WB
Waschpuffer [10 mM Tris/HCI, pH 7,5; 150 mM NaCl; 0,2% (v/v) Tween 20] gewaschen und zur
Blockierung von freien, unspezifischen Bindestellen Ubernacht bei 4°C mit WB-Blockierldsung [3%
(w/v) non fat Milchpulver; 1% (w/v) BSA; gelost in WB Waschpuffer] abgesattigt.
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3.34 Immundetektion von Proteinen

AnschlieRend wurden die Nitrocellulosemembrane dreimal fir 10 Minuten erneut mit WB Wasch-
puffer gewaschen und mit dem Primarantikdrper in der entsprechenden Verdinnung (vgl. Tab.
2.7) Ubernacht bei 4°C inkubiert. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit WB Waschpuffer (fir
je 10 Minuten) wurde die Membran fir 1 Stunde mit dem spezifischen Meerretich-Peroxidase-
konjugierten Sekundarantikérper in einer 1:5000 (Anti-Maus) bzw. 1:3000 (Anti-Kaninchen) Ver-
dinnung (ebenfalls in Blockierungspuffer) bei Raumtemperatur inkubiert und erneut dreimal fir 10
Minuten mit WB Waschpuffer gewaschen. AnschlielRend wurden je 2 ml der Detektionsreagenzien
I + 1l aus dem Lumi-Light Western Blotting Kit der Firma Roche Diagnostics (Mannheim), das sich
aus dem Luminol, dem Peroxidasesubstrat, und einem chemischen Lumineszenzverstarker zu-
sammen setzt, direkt auf die Membran pipettiert und diese 1 Minute in der Lésung geschwenkt.
Durch die Peroxidase (konjugiert mit dem Sekundarantikdrper) wurde die Oxidation des Substra-
tes Luminol katalysiert, welche in Anwesenheit eines chemischen Verstarkers eine Chemolumi-
neszenz-Reaktion hervorrief, die durch Exposition auf einem Chemilumineszenz-Detection-Film
(Roche Diagnostics, Mannheim) oder einem Rdntgenfilm sichtbar gemacht werden konnte. An-
hand der eingezeichneten Protein-Molekulargewichtsstandards konnte die GréRe der Proteine
nach deren Detektion abgeschatzt werden. Die Gleichheit der aufgetragenen Proteinmenge wurde

durch die Inkubation der Membrane mit dem Priméarantikérper a-Tubulin Gberpruft.
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4 Ergebnisse

Humane Nierenzellkarzinome zeichnen sich durch auRerordentliche Unterschiede in der Sensitivi-
tat sowohl gegenuber einer Zytostatika- oder strahlungsvermittelter Apoptose als auch gegenuber
einer TRAIL-induzierten Apoptose aus. Die Ursachen dieser unterschiedlichen Apoptose-
sensitivitat sind jedoch weitgehend unbekannt. Die bislang zum Nierenzellkarzinom vorliegenden
Arbeiten zeigen eine Koexpression von TRAIL-Todesrezeptoren DR4 und DR5 sowie von TRAIL-
Decoy-Rezeptoren DcR1 und DcR2 in den Nierenkarzinomzelllinien, wobei der DcR2-Rezeptor in
den meisten der Zelllinien eine geringe Expression aufweist (RAMP et al., 2001). Nach heutiger
Vorstellung sind jedoch die Unterschiede in der Apoptosesensitivitat von malignen Tumoren, auch
von Nierenzellkarzinomen (DEJOSEZ et al., 2000; RAMP et al., 2001, 2003; HEIKAUS et al., 2007),
nicht auf eine unterschiedliche Koexpression von TRAIL-Rezeptoren zuriickzuflihren (DANIELS et
al., 2005). Vor diesem Hintergrund wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit systematische in
vitro Untersuchungen zu den Regulationsstérungen der Apoptose im Nierenzellkarzinom durchge-
fuhrt.

41 Untersuchungen zur differentiellen Genexpression bei Zytostatika-
oder TRAIL-induzierter Apoptose im humanen Nierenzellkarzinom

4.1.1 Heterogene Apoptosesensitivitat von Nierenkarzinomzelllinien

Um die Unterschiede in der Sensitivitdt gegeniber einer Zytostatika- oder TRAIL-induzierten
Apoptose zu quantifizieren, wurde die Nierenkarzinomzelllinie clearCa-6 und clearCa-7 mit dem
Zytostatikum Topotecan (100 ng/ml) oder dem rekombinanten I6slichen humanen TRAIL-Liganden
(rhs-TRAIL) (100 ng/ml) flr 3, 6, 12, 15 und 24 Stunden exponiert und die Zellzahl anhand einer
lichtmikroskopischen Auszahlung der lebenden Zellen im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
bestimmt. So zeigte sich in clearCa-6 eine signifikante (p < 0,05) Reduktion der Zellzahl nach Ex-
position mit Topotecan oder rhs-TRAIL (Zellzahl nach 24 Stunden in % der Kontrolle: Topotecan:
43,6 + 2,5%; TRAIL: 20,4 + 2,6%; Abb. 4.1).

Darlber hinaus ergaben die lichtmikroskopischen Analysen der HE-gefarbten Zellen, dass die
Abnahme der Zellzahl in clearCa-6 mit einer deutlichen Induktion der Apoptose einherging (Abb.
4.2c und e). Dagegen resultierte die Exposition der Zelllinie clearCa-7 mit Topotecan lediglich in
einer geringen Abnahme der Zellzahl. Die Exposition mit rhs-TRAIL steigerte gleichmaRig leicht
die Zellzahl in clearCa-7 (Abb. 4.1). Die Untersuchung der HE-gefarbten Zellen zeigte keine Induk-
tion der Apoptose in clearCa-7 nach Exposition mit Topotecan oder TRAIL (Abb. 4.2d und f). Die-
se Beobachtung demonstriert die Resistenz von clearCa-7 gegenuber einer Topotecan- oder
TRAIL-vermittelten Apoptose.

Insgesamt lassen die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchungen eine sensitive (clearCa-6) und
eine resistente (clearCa-7) Nierenkarzinomzelllinie gegeniiber Zytostatika- oder TRAIL-vermittelter
Apoptose erkennen.
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Abb. 4.1: Effekte der Topotecan- oder TRAIL-induzierten Apoptose auf die Zellzahl in Nierenkarzinomzelllinien.
Signifikante (p < 0,05) Reduktion der Zellzahl nach Exposition mit Topotecan (100 ng/ml) (blaue Saulen) oder rhs-TRAIL
(100 ng/ml) (rote Saulen) in clearCa-6. Geringe Abnahme der Zellzahl nach Exposition mit Topotecan bzw. keine Redukti-
on der Zellzahl nach Exposition mit rhs-TRAIL in clearCa-7. Angegeben sind jeweils Mittelwert + Standardabweichung aus
drei unabhangigen Experimenten.
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Abb. 4.2: Morphologische Nachweis Topotecan- oder TRAIL-induzierter Apoptose in Nierenkarzinomzelllinien.
Unbehandelte Kontrolle der Zelllinie clearCa-6 (a) und der Zelllinie clearca-7 (b). Massive Zunahme der Apoptose-Figuren
in clearCa-6 nach Exposition mit Topotecan (100 ng/ml) (c, Pfeile) oder rhs-TRAIL (100 ng/ml) (e, Pfeile). Keine Apoptose-
Figuren in clearCa-7 nach Exposition mit Topotecan (d) oder rhs-TRAIL (f). (Pfeile markieren eine Apoptose-Figur)
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4.1.2 Unterschiede im Status der Genexpression in Apoptose-sensitiven und -
resistenten Nierenkarzinomzelllinien

Um die Gene zu identifizieren, die mdglicherweise fiir die beobachteten Unterschiede in der
Apoptosesensitivitat verantwortlich sein kdnnten, wurden cDNA-Microarray Analysen durchgefunhrt.

Hierzu wurden die Apoptose-sensitive Zelllinie clearCa-6 und die Apoptose-resistente Zelllinie
clearCa-7 mit Topotecan (100 ng/ml) oder rhs-TRAIL (100 ng/ml) exponiert und die differentiell
exprimierten Gene nach 24 Stunden bzw. 12 Stunden analysiert. Der Grenzpunkt fir die Abnahme
und die Zunahme der Genexpression war 0,5- bis 1,5- fache Anderung der Genexpression (vgl.
Tab. 4.1). Die 1,6- bis 3-fache Zunahme der Genexpression zeigte eine geringe, 3,6- bis 6-fache
Zunahme eine mittelstarke und mehr als 6-fache Zunahme eine starke Induktion der Genexpressi-
on an. Die Membran des Microarrays enthielt spezifische cDNA-Oligonukleotide fiir insgesamt 205
Gene, die funktionell an der Induktion und Regulation der Apoptose beteiligt sein kénnen.

Die cDNA-Expression Analysen zeigten eine gesteigerte Expression von 129 Genen (62,8%) nach
Exposition mit Topotecan in der Apoptose-sensitiven Zelllinie clearCa-6 (14; 6,8% stark, 37; 18,0%
mittelstark und 78; 38,0% gering). 66 Gene (32,3%) zeigten eine unveranderte Expression und 10
(4,9%) eine verminderte Expression. Nach Exposition mit TRAIL war eine Zunahme der Expressi-
on von 87 Genen (42,5%) in clearCa-6 nachweisbar (11; 5,4% stark, 22; 10,8% mittelstark und 54;
26,3% gering), wahrend 80 Gene (39,0%) transkriptionell unverandert blieben und 38 Gene
(18,5%) eine verminderte Expression aufwiesen. Im Gegensatz dazu induzierte Topotecan in der
resistenten Zelllinie clearCa-7 einen Expressionsanstieg von lediglich 22 Genen (10,8%) (3 Gene;
1,5% stark, 1 Gen; 0,5% mittelstark und 18 Gene; 8,8% gering). Dabei blieben 158 Gene (77,1%)
transkriptionell unverandert und 25 Gene (12,1%) zeigten eine Abnahme der Expression. Ebenso
wurden nur 40 Gene (19,6%) nach Exposition mit TRAIL transkriptionell hochreguliert (2; 0,95%
stark, 4; 1,95% mittelstark und 34; 16,7% gering). 141 Gene (68,7%) zeigten keine Anderung im
Expressionsstatus und 24 Gene (11,7%) wiesen eine Abnahme der Expression auf.

Mit Hilfe des verwendeten cDNA-Microarrays wurde insbesondere die Expressionsanderung von
60 Genen analysiert und gemaR ihrer jeweiligen Funktion in die Klassen eingeordnet. Die unter-
suchten Gene kodieren dabei beispielsweise fiir folgende Proteine: die funktionell an der Regulati-
on der klassischen Caspase-vermittelten Signalwege der Apoptose beteiligt sein kénnen; die
Transkriptionsfaktoren p53, E2F1 und die assoziierten Faktoren DP und RB sowie die fir die
Transaktivierung von E2F1 notwendigen diversen Kinasen; eine Vielzahl von unmittelbar pro-
apoptotisch wirkenden Faktoren, die transkriptionell von p53 und/oder E2F1 induzierbar sind; der
anti-apoptotische Transkriptionsfaktor NF-xB und die NF-xB-induzierbaren weiteren anti-
apoptotischen Faktoren (um einen Vergleich zur Expression der pro-apoptotischen Gene zu zie-
hen); einzelne Stressproteine sowie weitere pro- und anti-apoptotisch wirksame Faktoren.

Tabelle 4.1 fasst die Ergebnisse fiir die cDNA-Expression der analysierten Gene zusammen.
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clearCa-6 clearCa-7
Topotecan TRAIL Topotecan TRAIL
Genbank-Acc.-Nr. Gene NB Wichtige Transkriptionsfaktoren
M96577 E2F1 A 6 6 1 1
123959 DP1 0,5 1 05 04
U18422 DP2 2 1 1 1
M14694 P53 2 1 1 1
M15400 RB1 2 1 0,5 1
X74594 RB2 e o 02 1
p53-regulierbare Gene
M60974 GADD45 A 59 40 20 8
u09579 P21 A 12 1 1
AF010310 PIG6 2 2 1 2
Z70519 CcD95 2 1 2
AF016268 DR5 1 1 1 1
L22474 BAX 2 & 3 1
712020 MDM?2 3 1 1 1
AF013263 APAF-1 B ++ ++ - -
E2F1-regulierbare Gene
U56390 CASP-9 A 6 4 1 04
M81933 CDC25A A 24 8 1 1
M73812 Cyclin E1 28 2
Y11416 P73 2 1 1 1
U13737 CASP3 2 2 1 1
U37448 CASP7 3 0 2 1
U60520 CASP8 2 2 1 02
M15796 PCNA 1 2 1
Y10256 NIK A 2 1 1
U58334 PIN1 1 1 0,5 1
p53- und/oder E2F1-regulierbere Gene

u17075 ARF 2 1 1
u66879 BAD 1 1 1 1
U23765 BAK1 8 3 1 1

Die an der RB-Phosphorylierung beteiligten Gene
M68520 CDK2 5 3 1 2
M14505 CDK4 1 2 1 1
X59798 Cyclin D1 1 1 1 1
M90813 Cyclin D2 4 3 1 1
M92287 Cyclin D3 3 2 1 1
X66365 CDKG6 1 1 0,5 02
U22398 p57 5 0 1 2
L27211 p16 3 2 1 1
U40343 p19 2 1 1 1

Relative Anderung und zugehdrige Farbcode der cDNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle
Abnahme keine Anderung 4 u n a h m e
< 0,5 fache 0,5-1,5 1,6 — 3 (gering) 3,1 — 6 (mittelstark) > 6 (stark)

Tab. 4.1: Ergebnis der cDNA-Microarray Analyse fiir die gewéahlten Gene nach Exposition mit Topotecan (100
ng/ml) und rhs-TRAIL (100 ng/ml) in der Apoptose-sensitiven Zelllinie clearCa-6 und der Apoptose-resistenten
Zelllinie clearCa-7. Gene wurden in verschiedenen funktionellen Gruppen angeordnet. Stark differentielle Expression
zahlreicher Gene in clearCa-6 und gering differentielle Expression der Gene in clearCa-7 im Vergleich zur Kontrolle; griin:
Abnahme der Expression (< 0,5-fache Expression), grau: unveranderte Expression (0,5- bis 1,5-fache Expression), gelb:
geringe Zunahme der Expression (1,6- bis 3-fache Expression), orange: mittelstarke Zunahme der Expression (3,1- bis 6-
fache Expression), rot: starke Zunahme der Expression (> 6-fache Expression); (A) Das Ergebnis wurde im Northern Blot
(NB) uberprift und bestatigt; (B) Die verwendete Arraymembran enthielt keine cDNA fir das entsprechende Gen: Das
Ergebnis zeigt die densitometrische Bewertung des im Northern Blot untersuchten Expressionsstatus der entsprechenden
mRNA (++: mittelstarke Zunahme der mMRNA-Expression, -: unveranderte mRNA-Expression).

Fortsetzung der Tabelle 4.1 auf Seite 58
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Fortsetzung der Tabelle 4.1

ClearCa-6 clearCa-7
Topotecan TRAIL Topotecan TRAIL
Genbank-Acc.-Nr. Gene NB NF-xB
M58603 NFKB 4 05 1
NF-kB-regulierbare Gene
U29680 BCL2A1 A 6 10 0,5 1
AF010127 c-FLIP 2 1 1 0,4
u45878 IAP1 2 4 1 1
U45880 XIAP 1 1 8 3
AP1-regulierbare Gene
uo8137 CDI95L 1 1 1 1
X59798 Cyclin D1 1 1 1 1
IAP- und -relevante Gene
U45879 IAP2 4 1 1 1
u75285 survivin 8 2 1 1
AF262240 DIABLO B - - - -
BCL-2- und -relevante Gene
u15174 BNIP3 12 7 0,5 1
M14745 BCL2 5 1 1 1
u59747 BCL-W 3 2 2 5
S83171 BAG1 2 2 0,5 1
Zellmembran-Rezeptoren
uo0875 DR4 1 1 0,3 1
M33294 TNFR1 1 3 1 0,3
M32315 TNFR2 1 2 0,5 2
Caspasen
U13699 CASP1 1 1 1 1
U13021 CASP2 1 2 1 1
u60519 CASP10 8 2 0,4 1
U20536 CASP6 2 2 1 2
U28014 CASP4 1 1 1 0,3
Antioxidantien (Ceramid-Antagonisten)
Y00483 GPX1 1 0,4 2
Kinasen JNK
L26318 JNK1 5 0 1 1
L31951 JNK2 5 6 1 3
Relative Anderung und zugehdrige Farbcode der cDNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle
Abnahme keine Anderung 4 u n a h m e
< 0,5 fache 0,5-1,5 1,6 — 3 (gering) 3,1 — 6 (mittelstark) > 6 (stark)

Die Ergebnisse des verwendeten Microarrays wurden exemplarisch fir einzelne Transkripte mit-
tels der Northern Blot Methode (berprift (Abb. 4.3). Dabei sind die Produkte der entsprechenden
Gene sind der Zellzyklus- oder Apoptose-induzierende Transkriptionsfaktor E2F1, die E2F1-indu-
zierbare Caspase-9 und CDC25A (Thyrosinphosphatase), die p53-induzierbare GADD45
(Stressprotein) und p21°""WAF" (CDK2-Inhibitor) sowie die NF-kB-induzierende Kinase NIK und
das NF-kB-regulierbare anti-apoptotische Bcl-2-Mitglied Bcl-2A1. 26 von 28 Anderungen (~93%)
in der im cDNA-Microarray detektierten Genexpression konnten bestatigt werden. Dabei zeigte
sich eine leichte Zunahme in der mRNA-Expression von p21 nach Exposition mit Topotecan oder
rhs-TRAIL in der Apoptose-resistenten Zelllinie clearCa-7, wahrend sich im cDNA-Microarray kei-
ne nennenswerte Anderung fand (Abb. 4.3, Tab. 4.1).
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Da eine entsprechende cDNA-Sonde auf dem verwendeten Microarray nicht vorhanden war, wur-
den darlber hinaus weitere Northern Blot Untersuchungen durchgefiihrt, um die Wirkung von To-
potecan oder rhs-TRAIL auf die mRNA-Expression von APAF-1 und Smac/DIABLO zu analysie-
ren. APAF-1 und Smac/DIABLO sind zwei pro-apoptotische Faktoren, die vor allem fiir die Aktivie-
rung des intrinsischen Signalweges der Apoptose von funktioneller Bedeutung sind (LI et al., 1997;
VERHAGEN et al., 2000). Die durchgefiihrten Northern Blot Untersuchungen ergaben einen deutli-
chen Anstieg der APAF-1 mRNA-Expression nach Exposition mit Topotecan oder rhs-TRAIL in der
Apoptose-sensitiven Zelllinie clearCa-6, wahrend diese in der Apoptose-resistenten Zelllinie
clearCa-7 unverandert blieb (Tab. 4.1, Abb. 4.3). Darlber hinaus war eine unveranderte Expressi-
on der Smac/DIABLO mRNA in den beiden Zelllinien nachweisbar (Tab. 4.1, Abb. 4.3).

clearCa-6 clearCa-7
TRAIL -~ + - - +
Topotecan - - - - &

) +
c2r1 D - -
GADD45 n~ o il

-

p21 =3 by e
APAF-1 I
Abb. 4.3: Northern Blot Analysen zur Uberprii-
fung der durch rhs-TRAIL (100 ng/ml) oder To-
Caspase-9 --- o — potecan (100 ng/ml) induzierten differentiellen
Genexpression in der sensitiven Zelllinie clear-
Ca-6 und der resistenten Zelllinie clearCa-7.
: = Ergebnisse des cDNA-Microarrays wurden exemp-
CDC25A —— T - > ’ y

- S larisch fur die Transkripte E2F1, GADD45, p21,

Caspase-9, CDC25A, NIK, Bcl-2A1 bestatigt. Zu-

satzlich wurde die mRNA-Expression von APAF-1

NIK - . — — - e und Smac/DIABLO untersucht. Nach Exposition mit
rhs-TRAIL oder Topotecan nahm die Expression der

APAF-1 mRNA in clearCa-6 deutlich zu, wahrend

sie in clearCa-7 unverandert blieb. Die Expression

BCL2A1 - . -— - - der Smac/DIABLO mRNA hingegen zeigte keine

Anderung nach Exposition mit rhs-TRAIL oder

Smac / Topotecan in cllearCa-6 und -7. Die unveréndel"te
mRNA-Expression des Haushaltsgens Hypoxanthin-

DIABLO Guanin Phosphoribosyltransferase (HPRT1) vor und
nach Behandlung mit rhs-TRAIL oder Topotecan

HPRT1 = . s e e bf—:‘statlgt die Gleichheit der fir die Untersuchung
eingesetzten RNA-Menge.
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4.1.2.1 Differentielle Genexpression in der Topotecan-sensitiven Zelllinie clearCa-6

Die Exposition mit Topotecan resultierte in einem auRergewdhnlich komplexen Profil der differen-
tiell exprimierten Gene in der Apoptose-sensitiven Nierenkarzinomzelllinie clearCa-6 (Tab. 4.1,
Abb. 4.3; Abb. 4.4a, b).

Nach heutiger Vorstellung fiihren geno-toxische Zytostatika (wie z.B. Topotecan) zu einer Aktivie-
rung von diversen Transkriptionsfaktoren wie p53 und E2F1 (LIN et al., 2001; NORBURY &
ZHIVOTOVSKY, 2004; POLAGER & GINSBERG, 2008, 2009). Die vorliegende Untersuchung ergab
eine unterschiedliche Zunahme der mMRNA-Expression von P53 und E2F1 (Abb. 4.4a).

Darlber hinaus zeigten ebenfalls diverse p53-Zielgene eine Zunahme der mRNA-Expression.
Dabei zeigte sich eine verstarkte Zunahme der Expression von charakteristischen p53-Zielgenen
wie GADD45 und P21 (HOLLANDER et al., 1993; Johnson et al., 1994) (Abb. 4.4a, b). Die mRNA
des pro-apoptotischen Faktors APAF-1, das bei DNA-Schaden transkriptionell primar von p53
induzierbar ist (PEDICONI et al., 2003), wurde ebenfalls stark exprimiert. Ferner war ein unter-
schiedlicher Anstieg der mRNA-Expression von PIG6 (bekannt auch als p53-induziertes Protein
p53ip), CD95, MDM2 und BAX (BARAK et al., 1993; WU et al., 1997) nachweisbar, wahrend die
Expression der DR5-mRNA unveranderte blieb.

Die vorliegende Untersuchung zeigte wie bei E2F1 ebenfalls eine verstarkte Zunahme der mRNA-
Expression von RB1 (pRb1, genannt auch p71707®) und RB2 (pRb2, genannt auch p130~), deren
Genprodukte Uber die Inaktivierung der Transkriptionsfaktoren E2F und DP den Eintritt in die S-
Phase hemmen (HELIN et al., 1993; YAMASAKI, 2003) (Abb. 4.3, Abb. 4.4a). Des Weiteren war eine
vermehrte mRNA-Expression der Cyclin-abhangigen Kinase CDK2 sowie der Cycline Cyclin D2
und -D3 nachweisbar, wahrend CDK4, CDK6 und Cyclin D1 keine veranderte mRNA-Expression
aufwiesen. Ferner war ein unterschiedlicher Expressionsanstieg der mRNA von CDK-Inhibitoren
p57K'P2, p16'NK4 und p19'NK4D nachweisbar (Tab. 4.1, Abb. 4.4a). Die vorliegende Untersuchung
zeigte weiterhin eine unveranderte Expression der DP1-mRNA nach Topotecan-Exposition in
clearCa-6, wahrend die Expression der DP2-mRNA leicht zunahm (Tab. 4.1).

Daruber hinaus war eine differentielle Expression einzelner E2F 1-Zielgene nachweisbar (Tab. 4.1,
Abb. 4.4a). Dabei zeigte sich eine verstarkte Expressionszunahme der CDC25A-, Cyclin E- und
Caspase-9-mRNA. Auch p73, welches bei DNA-Schadigung primar von E2F1 induzierbar ist (PE-
DICONI et al., 2003), sowie Caspase-3, -7 und -8 zeigten eine Zunahme der mRNA-Expression.
Ferner zeigte sich ein leicht erhdhter Expressionsanstieg der mRNA von NIK, der NF-«xB-
induzierenden Kinase, welche funktionell an der TRAF-2-vermittelten Aktivierung des anti-
apoptotischen Transkriptionsfaktors NFkB beteiligt ist (STANELLE et al., 2002).

Neben diesen Genen, die transkriptionell ausschlief3lich von p53 oder E2F1 induzierbar sind, kann
die Expression einer Vielzahl von Genen sowohl von p53 als auch von E2F1 induziert werden
(Abb. 4.4a). Die vorliegende Untersuchung zeigte eine leichte Zunahme der mRNA-Expression
des pro-apoptotischen Faktors BAK7 sowie eine unveranderte mRNA-Expression von BAD, eines

ARF ist eine Kinase, die bei DNA-Schaden lber eine Akti-

weiteren pro-apoptotischen Faktors. p14
vierung die aktivierende Stabilisierung von p53 und E2F1 fordert. E2F1 induziert die Transkription

der p14™%", wahrend p53 diese inhibiert (ZINDY et al., 1998).
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Die vorliegende Untersuchung ergab eine leicht erhohte Expression der p74**"-mRNA. Dariiber
hinaus wurden auch weitere, transkriptionell von p53- und E2F1-induzierbare pro-apoptotische
Gene differentiell exprimiert. Zu verzeichnen war dabei eine unterschiedlich erhéhte Zunahme der
mRNA-Expression von Caspase-6- und -10 sowie von BNIP3, welches ein pro-apoptotisches Mit-
glied der BCL-2-Familie ist (Tab. 4.1).

Dagegen war keine transkriptionelle Expressionssteigerung der Zellmembran-Rezeptoren TNF-
R1, TNF-R2 und DR4 nachweisbar (Tab. 4.1).

Nach Exposition mit Topotecan zeigte die vorliegende Untersuchung ebenfalls eine Zunahme der
MRNA-Expression von Stresskinasen JNK7 und JNK2 (Tab. 4.1), die unter anderem auch an der
Regulation der Apoptose beteiligt sein kdnnen (DERIJARD et al., 1994; DAvis, 2000).

Hervorzuheben ist weiterhin, dass auch einzelne anti-apoptotische Gene nach Behandlung mit
Topotecan in clearCa-6 differentiell exprimiert wurden (Tab. 4.1, Abb. 4.4a). Zu verzeichnen war
dabei eine vermehrte Zunahme der mRNA-Expression von NF-xB. Darlber hinaus wurden diverse
anti-apoptotische Gene fir die Mitglieder der Bcl-2- und IAP-Familie, welche direkt von NF-xB
induzierbar sind, exprimiert (Abb. 4.4a). Dabei zeigten beispielsweise Bcl-2A1 (ein anti-
apoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie) sowie /AP1 und c-FLIP (zwei anti-apoptotische Mitglieder
der IAP-Familie) einen unterschiedlich erhohten Anstieg der mRNA-Expression. Des Weiteren
wurden anti-apoptotische Gene wie BCL2, BCL-W und BAG1 sowie IAP2 und survivin, welche
indirekt von NF-«kB induzierbar sind, gering bis mittelstark exprimiert. Dagegen war eine unveran-
derte mMRNA-Expression von XIAP (ein transkriptionell direktes NF-xB-Zielgen) und Smac/DIABLO
(ein pro-apoptotischer Faktor als natirlicher XIAP-Inhibitor) nachweisbar. Ferner war nachweisbar,
dass die mRNA-Expression der Glutathionperoxidase GPX1 (ein Entgiftungsenzym von ROS;
Reactive Oxygen Species) unverandert blieb.

4.1.2.2 Differentielle Genexpression in der TRAIL-sensitiven Zelllinie clearCa-6

Als nachstes wurde die TRAIL-induzierte differentielle Genexpression analysiert und die durch das
rekombinante TRAIL und das geno-toxische Zytostatikum Topotecan induzierten Profile wurden
verglichen. Interessanterweise zeigte diese Analyse ein ahnliches, jedoch nicht identisches Muster
der Genexpressionsprofile zwischen Topotecan und TRAIL (Tab. 4.1, Abb. 4.3, Abb. 4 .4a, b).

Die TRAIL-Behandlung fuhrte in clearCa-6 zu einer differentiellen Expression einer Vielzahl von
p53-Zielgenen, wahrend keine unveranderte mRNA-Expression von p53 zu verzeichnen war (Abb.
4.4b). Dabei zeigte die mRNA-Expression von GADD45, APAF-1, CD95, BAX und PIG6 eine un-
terschiedlich verstarkte Zunahme. Dagegen war eine unverdnderte mRNA-Expression von DR5
und MDM2 nachweisbar. Der CDK-Inhibitor p27, dessen Gen eines der Haupt-Zielgene des Tran-
skriptionsfaktors p53 ist, zeigte eine verminderte mMRNA-Expression.

Ahnlich wie bei Topotecan, fiihrte die Exposition mit TRAIL ebenfalls zu einer verstarkten mRNA-
Expression von E2F1 in clearCa-6. Dagegen war ein unterschiedliches Expressionsprofil der RB-
Gene nachweisbar. Dabei zeigte sich eine verminderte mMRNA-Expression von RB2, wahrend der
Expressionsstatus der RB1-mRNA unverandert blieb (Tab. 4.1).



Ergebnisse Seite | 62

Topotecan-behandelte clearCa-6-Zelle

LA

TRAIL-behandelte clearCa-6-Zelle

*o

.
4

b=

-

w

[}

[y

!}'\ Mitochondrium )]

i
ff

TR I R .

o0

=

Relative Anderung und zugehdrige Farbcode der cDNA-Expression im Vergleich zur Kontrolle
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Abb. 4.4: Schematische Ubersichtsdarstellung der in Topotecan- oder TRAIL-vermittelter Apoptose (a bzw. b)
differentiell exprimierten Gene in der sensitiven Nierenkarzinomzelllinie clearCa-6. Achtecke: die wichtigen Tran-
skriptionsfaktoren p53, E2F1 und NF-«B; Kreise: die an der Zellzyklus-Regulation beteiligten Gene; Rechtecke: die pro-
apoptotischen Gene; Flinfecke: die anti-apoptotischen Gene; schwarze Linien/Striche/Strichpunkte mit spitzen Pfeilen: die
transkriptionelle Induktion; violette, gepunktete Linien mit runden Pfeilen: die transkriptionelle Repression; gebogene, runde
und gepunktete Linien: funktionelle Interaktionen von Proteinprodukten der transkriptionell untersuchten Gene. Farben, die
den Genexpressionsstatus kennzeichnen, entsprechen der Tabelle 4.1 auf Seite 57-58.

vgl. Abb. 4.5
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Darlber hinaus zeigten die Cyclin-abhangigen Kinasen und deren Inhibitoren sowie die D-Typ-
Cycline ebenfalls ein komplexes Profil der Genexpression nach TRAIL-Behandlung. Mit Ausnah-
me einer leicht erhdhten Expressionszunahme der CDK4-mRNA, einer verminderten Expression
der p57-mRNA und einer unveranderten Expression der p19-mRNA waren dabei im mRNA-
Expressionsstatus dieser Zellzyklusregulatoren keine weitere gro3e Unterschiede nachweisbar
(vgl. Tab. 4.1). Zu verzeichnen war ferner eine unveranderte Expression der DP1- und DP2-
mRNA.

Einige E2F1-Zielgene hingegen wurden nach Exposition mit TRAIL exprimiert und der Status ihrer
Expression war im Vergleich zu Topotecan duflerst ahnlich (Abb. 4.4b). Dabei wurde die mRNA-
Expression von CDC25A, Caspase-8, -9 und Caspase-3 ebenfalls gering bis stark induziert und
eine differentielle Expression der mRNA von PCNA und p73 nicht zu verzeichnen, wahrend sich
im Expressionsniveau der Cyclin E-, Caspase-7- und p73-mRNA eine Zunahme zeigte. Ferner

wurde die Genexpression fir NIK, die NF-kB-induzierenden Kinase, vermehrt induziert.

Der Transkriptionsfaktor p53 und/oder E2F1 kann die Expression von diversen Genen induzieren
(Tab. 4.1, Abb. 4.4b). Das Expressionsniveau der BAD-mRNA veranderte sich nach Exposition mit
TRAIL nicht und die mRNA-Expression von BAK7 wurde - ahnlich wie bei Topotecan - ebenfalls
schwach induziert. Ferner zeigte sich eine leichte Zunahme im mRNA-Expressionsniveau von
Caspase-10, wahrend die Expression der p14*%"- und Caspase-6-mRNA unverandert blieb.

Im Gegensatz zu Topotecan wurden die mMRNA-Expression von TNF-R1 und TNF-R2 nach Gabe
von TRAIL schwach induziert, wahrend die DR4-Expression unverandert blieb.

Neben diesen pro-apoptotischen Genen wurden weiterhin zahlreiche anti-apoptotische Gene nach
Exposition mit TRAIL transkriptionell induziert, wobei die erzielten Ergebnisse im Vergleich zu
Topotecan ahnlich waren. Dabei wurde die Transkription von NF-xB mittelstark induziert. Weiter-
hin wurden die NF-kB-regulierten Mitglieder der Bcl-2- und IAP-Familie (Bcl-2A1 und IAP1) mittel-
stark bis stark induziert (Tab. 4.1, Abb. 4.4b). Dagegen blieb die mRNA-Expression von XIAP so-
wie von c-FLIP unverandert. Eine differentielle Genexpression zeigten darlber hinaus auch die
anderen anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2- und IAP-Familie, welche primar keine Zielgene
von NF-«B sind (Tab. 4.1). Dabei wurden die Transkripte von Bag-1 und Bcl-w (Mitglieder der Bcl-
2-Familie) sowie von Survivin (ein Mitglied der IAP-Familie) nach TRAIL-Behandlung - ahnlich wie
bei Topotecan - leicht induziert, wahrend der transkriptionelle Expressionsstatus von Bcl-2, IAP2,
XIAP und dessen Inhibitor Smac/DIABLO keine Anderung aufwies. Interessanterweise fiihrte die
TRAIL-Behandlung zu einer verstarkten Zunahme der mRNA-Expression der anti-apoptotischen
Glutathionperoxidase GPX1 in clearCa-6.

4.1.2.3 Differentielle Genexpression in der Topotecan-resistenten Zelllinie clearCa-7

Wahrend die Exposition der Topotecan-sensitiven Zelllinie clearCa-6 in einem auf3erordentlich
komplex differentiellen Expressionsprofil von vielfachen Genen resultierte, wurden lediglich eine
geringe Anzahl von Genen in der resistenten Zelllinie clearCa-7 unterschiedlich exprimiert.
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Wie in Tabelle 4.1 und Abbildung 4.4c dargestellt, blieb dabei die p53-mRNA-Expression ebenfalls
unverandert, wahrend die p53-induzierbare GADD45-mRNA stark exprimiert wurde. Daruber hin-
aus war nur eine leicht erhdhte mRNA-Expression von BAX zu verzeichnen, wahrend die weiteren
p53-Zielgene keine differentielle Expression zeigten (vgl. Tab. 4.1).

In ahnlicher Weise wurde auch die Expression der E2F1-mRNA sowie der DP1- und DP2-mRNA
nicht induziert. Die RB2-mRNA zeigte jedoch eine verminderte Expression, wahrend die Expressi-
on der RB1-mRNA unverandert blieb. Cycline, CDKs und CDK-Inhibitoren zeigten ebenfalls eine
unveranderte mRNA-Expression.

Konsequenterweise war keine transkriptionelle Induktion der meisten E2F1-Zielgene nachweisbar
(vgl. Tab. 4.1, Abb. 4.5¢). Eine Zunahme zeigte jedoch lediglich die mRNA-Expression von
Caspase-7 und PCNA, wahrend sich im mRNA-Expressionsstatus der Caspase-8 eine Abnahme
fand. Mit Ausnahme des Caspase-10-Transkripts, das eine verminderte Expression aufwies, war
keine differentielle Expression der meisten anderen Caspasen sowie der NF-kB-induzierender
Kinase NIK nachweisbar.

Die Expression von p53 und/oder E2F 1 induzierbaren Genen blieb ebenfalls unverandert.

Interessanterweise wurden im Vergleich zu der sensitiven Zelllinie clearCa-6 einige Unterschiede
in der Expression von einzelnen pro-apoptotischen Genen beobachtet. Dabei war eine verminder-
te Expression des DR4-Transkripts nachweisbar, wahrend die Transkripte von TNF-R1 und TNF-
R2 keine differentielle Expression zeigten.

Bezlglich der anti-apoptotischen Gene zeigte sich ebenfalls ein ahnliches Profil im Vergleich zu
der sensitiven Zelllinie (vgl. Abb. 4.5¢). Wahrend lediglich das anti-apoptotische Gen XIAP eine
geringe Zunahme in der mRNA-Expression zeigte, war dabei keine Anderung im Expressionssta-
tus der NF-kxB-mRNA und der meisten transkriptionell von NF-kB-induzierbaren Gene nachweis-
bar. Innerhalb der Bcl-2-Genfamilie wurde lediglich Bcl-w verstarkt exprimiert, wahrend andere
Mitglieder der Bcl-2- und IAP-Familie (wie z.B. Bcl-2 und Bcl-2A1 bzw. IAPs und Survivin) keine
Anderung in der Expression aufwiesen. Im Gegensatz zu TRAIL flihrte die Exposition mit Topote-
can zu einer Abnahme der mRNA-Expression der Glutathionperoxidase GPX7 in der resistenten
Zelllinie clearCa-7.

4.1.2.4 Differentielle Genexpression in der TRAIL-resistenten Zelllinie clearCa-7

Ahnlich wie bei Topotecan, wurden nur eine kleine Anzahl von Genen in der resistenten Zelllinie
clearCa-7 nach Exposition mit rekombinantem TRAIL-Liganden differentiell exprimiert.

Dabei war eine Expressionsanderung des p53-mRNA-Transkripts nicht nachweisbar, wahrend das
p53-induzierbare Gen GADD45 einen schwachen Expressionsanstieg aufwies. PIG6 und CD95
wurden nach TRAIL-Exposition ebenfalls leicht erhoht exprimiert, wahrend die anderen p53-
Zielgene transkriptionell unverandert blieben (Tab. 4.1, und Abb. 4.5d).

Konsequenterweise fand sich keine differentielle Genexpression fir E2F1, RB1, RB2 und DP2,
wahrend das DP1-Transkript eine verminderte Expression aufwies.
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Abb. 4.5: Schematische Ubersichtsdarstellung der in Topotecan- oder TRAIL-vermittelter Apoptose (c bzw. d)
differentiell exprimierten Gene in der resistenten Nierenkarzinomzelllinie clearCa-7. Achtecke: die wichtigen Tran-
skriptionsfaktoren p53, E2F1 und NF-«xB; Kreise: die an der Zellzyklus-Regulation beteiligten Gene; Rechtecke: die pro-
apoptotischen Gene; Flinfecke: die anti-apoptotischen Gene; schwarze Linien/Striche/Strichpunkte mit spitzen Pfeilen: die
transkriptionelle Induktion; violette, gepunktete Linien mit runden Pfeilen: die transkriptionelle Repression; gebogene, runde
und gepunktete Linien: funktionelle Interaktionen von Proteinprodukten der transkriptionell untersuchten Gene. Farben, die
den Genexpressionsstatus kennzeichnen, entsprechen der Tabelle 4.1 auf Seite 57-58.

vgl. Abb. 4.4
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Mit Ausnahme einer schwach erhdhten mRNA-Expression von CDK2 und einer verminderten Ex-
pression von CDK6 war keine nennenswerte Anderung der Genexpression fiir die untersuchten D-
Typ-Cycline, CDKs und CDK-Inhibitoren nachweisbar.

Wie in Abbildung 4.4d dargestellt, wurden dariber hinaus nur die einzelnen E2F1-induzierbaren
Gene differentiell exprimiert. Die mMRNA-Expression von Cyclin E wurde leicht induziert. Dariiber
hinaus zeigten Caspase-8, -9 und -4 eine verminderte mMRNA-Expression, wahrend die mRNA von
Caspase-6 eine vermehrte Expression aufwies. Allerdings war eine Anderung der Genexpression

fur die NF-kB-induzierende Kinase NIK nicht nachweisbar.

ARF wurden die anderen transkriptio-

Mit Ausnahme einer verminderten mRNA-Expression von p74
nell von p53- und E2F1-induzierbaren Gene nach Exposition mit TRAIL in der resistenten Zelllinie

nicht differentiell exprimiert (Abb. 4.5d).

Ferner zeigte das TNF-R1-Transkript eine verminderte Expression sowie das DR4-Transkript eine
unveranderte Expression. TRAIL fuhrte lediglich zu einem Expressionsanstieg des TNF-R2-
Transkripts in der resistenten Zelllinie clearCa-7, wie es auch in der sensitiven Zelllinie clearCa-6
nachweisbar war.

Von besonderer Bedeutung ist dabei, dass auch die Expression der anti-apoptotischen Gene nur
leicht induziert wurden (vgl. Tab. 4.1, Abb. 4.5d). Der anti-apoptotische Transkriptionsfaktor NF-kB
selbst zeigte dabei keine differentielle Genexpression. Von den NF-kB-Zielgenen wurde lediglich
das anti-apoptotische XIAP transkriptionell leicht induziert, wahrend die Transkription von c-FLIP
verringert war. Die anderen anti-apoptotischen Gene blieben transkriptionell unverandert. Im Ver-
gleich zu Topotecan ist hervorzuheben, dass die Exposition mit TRAIL in der resistenten Zelllinie
zu einem aulerst ahnlichen Expressionsmuster von anti-apoptotischen Genen fiihrte. Die mMRNA-
Expression der anti-apoptotischen Glutathionperoxidase GPX1 zeigte nach Behandlung mit TRAIL
allerdings, im Gegensatz zu Topotecan, eine Zunahme in der resistenten Zelllinie.
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4.2 Kombinationswirkung von TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung
im humanen Nierenzellkarzinom

4.2.1 TRAIL-vermittelte Apoptose-Induktion in Nierenkarzinomzelllinien

Zur Beurteilung des Ausmalies der TRAIL-vermittelten Apoptose und der Funktionalitat der nach-
geschalteten Signalkaskade des TRAIL-Systems wurden acht zufallig ausgewahlte Nierenkarzi-
nomzelllinien mit rekombinantem humanem und Idslichen (rhs-)TRAIL-Liganden exponiert. Wie in
Abbildung 4.6 dargestellt, zeigte sich nach 72-stlindiger Exposition mit rhs-TRAIL (10 oder 100
ng/ml) lediglich in drei der 8 Zelllinien (clearCa-6, -14 und -23) ein unterschiedliches Ansprechen
mit einer signifikanten Reduktion (p < 0,01) der Zellzahl auf minimal 8,5 + 1,0 % der Kontrolle. Die
Ubrigen finf Zelllinien wiesen entweder keine (clearCa-2, -4 und -7) oder nur eine geringe (clear-
Ca-20, -22) Reduktion der Zellzahl auf. Der Effekt war konzentrationsabhangig, da die Behandlung
mit 10 ng/ml rhs-TRAIL lediglich in einer der 8 Zelllinien (clearCa-6) zu einer wachstumshemmen-
den Wirkung flhrte.

Darliber hinaus ergaben lichtmikroskopische Analysen der HE-gefarbten Tumorzellen, dass die
Reduktion der Zellzahl mit einem deutlichen Anstieg der Apoptosen einherging. So ist in Abbildung
4.7 ein reprasentatives Bild dargestellt (vgl. auch Abb. 4.2a und e), wie es sich in der sensitiven
Zelllinie clearCa-6 nach Exposition mit rhs-TRAIL zeigte.
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Abb. 4.6: Wachstumsbilanz von Nierenkarzinomzelllinien nach 72-stiindiger Exposition mit 10 ng/ml (blaue Saulen)
oder 100 ng/ml (rote Saulen) rhs-TRAIL-Liganden. Signifikante Reduktion der Zellzahl nach Exposition mit rhs-TRAIL
(100 ng/ml) in clearCa-6 (p < 0,01), -14 und -23 (p < 0,05). Keine oder geringe Reduktion der Zellzahl in clearCa-2, -4, -7
bzw. clearCa-20 und -22). Angegeben sind jeweils Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.
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Abb. 4.7: Lichtmikroskopische Aspekte der Zelllinie clearCa-6 vor (a) und nach (b) Exposition mit rekombinantem
TRAIL-Liganden (100 ng/ml) — siehe auch Abb. 4.2 (a und e). Deutlicher Anstieg der Apoptosen (Pfeile) bei gleichzeiti-
ger Abnahme der Zelldichte nach Exposition mit TRAIL (b) im Vergleich zur Kontrolle (a)

Zusammenfassend zeigen diese Beobachtungen, dass humane Nierenkarzinomzelllinien trotz der
Expression von pro-apoptotischen TRAIL-Todesrezeptoren DR4 und DRS eine ausgepragte Re-
sistenz gegenulber einer TRAIL-induzierten Apoptose aufweisen und vielleicht deshalb keine effek-
tive Induktion der Apoptose durch Exposition mit rekombinantem TRAIL-Liganden in der Mehrzahl
der Zelllinien moglich ist. Nachfolgend wurde somit die Kombinationswirkung von TRAIL und Be-
strahlung im Nierenzellkarzinom untersucht.

4.2.2 Wirkungssteigerung der TRAIL-induzierten Apoptose durch ionisierende
Gamma-Strahlung in Nierenkarzinomzelllinien

Um der Frage nachzugehen, ob eine mdgliche Verstarkung in der Sensitivitdt gegenlber der
TRAIL-induzierten Apoptose durch eine Bestrahlung mit ionisierender Gamma-Strahlung nach-
weisbar ist, wurden finf TRAIL-resistente Zelllinien (clearCa-2, -4, -7, -20 und -22) und eine
TRAIL-sensitive Zelllinie (clearCa-6) fir die kombinierte Exposition mit rekombinantem TRAIL-
Liganden (10 ng/ml) und klinisch relevanten Gamma-Bestrahlungsdosen (1 oder 5 Gy) ausge-
wahlt. In diesen Experimenten fuhrte die kombinierte Behandlung von rhs-TRAIL mit ionisierender
Gamma-Strahlung (1 Gy) in lediglich einer (clearCa-22) Nierenkarzinomzelllinie zu einem signifi-
kanten Sensibilisierungseffekt (p < 0,05), wahrend in anderen finf Zelllinien keine (clearCa-2, 4, -
6, -20) bis geringe (clearCa-7) Wirkungsverstarkung (p < 0,05) nachweisbar waren (Abb. 4.8).

Die verwendete Nierenkarzinomzelllinie clearCa-22 besitzt keine Mutation in den "hot spot" Exons
des Tumorsuppressorgens p53. Darlber hinaus konnte in dieser Zelllinie eine gesteigerte Protein-
expression des TRAIL-Todesrezeptors DR5 nach Bestrahlung mit ionisierender Gamma-Strahlung
nachgewiesen werden (RAMP et al., 2000, 2003).
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Abb. 4.8: Wachstumsbilanz von Nierenkarzinomzelllinien nach Exposition fiir 72 Stunden mit rekombinantem
TRAIL-Liganden (10 ng/ml, blaue Saulen) und ionisierender Gamma-Strahlung (1 Gy: gelbe Saulen; 5 Gy: graue
Séaulen) alleine oder in Kombination (10 ng/ml TRAIL + 1 Gy Gamma-Strahlung: griine Saulen; 10 ng/ml TRAIL + 5
Gy Gamma-Strahlung rote Saulen). Signifikante Sensibilisierung (p < 0,05) gegeniiber TRAIL-induzierter Apoptose durch
ionisierende Gamma-Strahlung in einer von sechs (clearCa-22) Nierenkarzinomzelllinien und keine oder geringe Sensibili-
sierungseffekte nach kombinierter Behandlung von rhs-TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung in den restlichen Zellli-
nien. Kombinatorische Effekte von rhs-TRAIL wurden bei klinisch relevanten Gamma-Bestrahlungsdosen von 1 oder 5 Gy
beobachtet. Angegeben sind jeweils Mittelwert + Standardabweichung aus drei unabhangigen Experimenten.




Ergebnisse Seite | 70

4.2.3 Regulation der verstarkten Wirkung der TRAIL-induzierten Apoptose durch
ionisierende Gamma-Strahlung in Nierenkarzinomzelllinien

Um der Frage nachzugehen, welche Regulatoren fiir die beobachtete Wirkungsverstarkung der
TRAIL-vermittelten Apoptose durch ionisierende Gamma-Strahlung im Nierenzellkarzinom von
funktioneller Bedeutung sein kénnten, wurden nach alleiniger und kombinierter Exposition von rhs-
TRAIL (10 ng/ml) und einer Bestrahlung mit ionisierender Gamma-Strahlung (1 Gy) in der Zelllinie
clearCa-22 eine Reihe von Western Blot Analysen durchgefihrt.

Die Poly-(ADP-Ribose)-Polymerase (PARP) ist ein Zielprotein der Caspasen und dariber hinaus
ein Reparaturenzym, das spezifisch an DNA-Strangbriichen bindet, wie sie unter anderem durch
die Einwirkung der Nukleasen bei beginnender Apoptose entstehen (DURIEZ & SHAH, 1997). In der
Exekutionsphase der Apoptose wird das intakte PARP-Protein (116 KDa) durch proteolytische
Prozessierung durch Caspasen in ein Fragment von 85 KDa gespalten. Diese fiir die Apoptose
spezifische Spaltung wird flir den Nachweis der Apoptose-Induktion verwendet. Auf diese Weise
kann man Apoptosen eindeutig von Nekrosen unterscheiden, da die proteolytische Spaltung von
PARP nur beim apoptotischen Zelltod auftritt.

Die durchgeflhrte Western Blot Analyse ergab eine deutliche Zunahme in der Spaltung von PARP
in sein charakteristisches Fragment (p85) nach kombinierter Exposition von clearCa-22 mit rhs-
TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung, wahrend die alleinige Exposition mit rhs-TRAIL oder
ionisierender Gamma-Strahlung zu keiner gesteigerten Niveaus der PARP-Spaltung fiihrte (Abb.
4.9a). Diese mit dem gezeigten Expressionsanstieg des DR5-Rezeptors im Einklang stehende
Beobachtung weist auf eine stark vermehrte Induktion der TRAIL-vermittelten Apoptose durch
ionisierende Gamma-Strahlung in der Zelllinie clearCa-22 hin.

Darlber hinaus zeigten die durchgefiihrten Western Blot Untersuchungen eine gesteigerte Spal-
tung und somit ebenfalls eine deutliche Aktivierung der Effektor-Caspase-3 nach kombinierter
Exposition von clearCa-22 mit rhs-TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung, wahrend die allei-
nige Exposition mit rhs-TRAIL oder ionisierender Gamma-Strahlung keine (rhs-TRAIL) oder nur
eine schwache Caspase-3-Spaltung (ionisierende Gamma-Strahlung) induzierte (Abb. 4.9b). Da-
gegen war die Spaltung der Effektor-Caspase-6 und -7 nicht nachweisbar (Abb. 4.9¢, d).
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Abb. 4.9: Western Blot Analyse von PARP und den Effektor-Caspasen-3, -6 und -7 nach Exposition von clearCa-22
mit rhs-TRAIL (10 ng/ml) und Gamma-Strahlung (1 Gy) alleine oder in Kombination. Deutliche Spaltung von PARP in
sein Fragment (p85; a) sowie von Pro-Caspase-3 in ihre aktiven Fragmente (p17/p12; b) nach kombinierter Behandlung
mit rhs-TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung. Keine Spaltprodukte von PARP und Pro-Caspase-3 nach alleiniger
Exposition mit rhs-TRAIL oder ionisierender Gamma-Strahlung. Keine Spaltprodukte von Pro-Caspase-6 (p15; ¢) und -7
(p17; d) nach Exposition mit rhs-TRAIL oder ionisierender Gamma-Strahlung alleine oder in Kombination. Die Spaltung von
PARP und den Pro-Caspasen-3, -6 und -7 in J16-Zellen nach Exposition mit CD95-agonistischen CH11-Antikérpern (500
ng/ml) wurde als Positivkontrolle (Pk) verwendet. Die Expression von a-Tubulin zeigt das Auftragen vergleichbarer Pro-
teinmengen (e)
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Abb. 4.10: Western Blot Analyse der Initiator-Caspase-8 und -9 nach Exposition von clearCa-22 mit rhs-TRAIL (10
ng/ml) und ionisierender Gamma-Strahlung (1 Gy) alleine oder in Kombination. Deutliche Spaltung von Pro-Caspase-
8 in ihre aktiven Fragmente (a; p43/p41) nach Exposition mit rhs-TRAIL oder ionisierender Gamma-Strahlung alleine oder
in Kombination. Keine Spaltprodukt von Pro-Caspase-9 (p32; b) nach Exposition mit rhs-TRAIL oder ionisierender Gamma-
Strahlung alleine oder in Kombination. Die Spaltung von Pro-Caspasen-8 und -9 in J16-Zellen nach Exposition mit CD95-
agonistischen CH11-Antikdrpern (500 ng/ml) wurde als Positivkontrolle (Pk) verwendet. Die Expression von a-Tubulin zeigt
das Auftragen vergleichbarer Proteinmengen (c)
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Die Sensibilisierung gegeniiber der beobachteten Apoptose-Induktion nach kombinierter Expositi-
on mit rhs-TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung konnte auf die gleichzeitige Aktivierung des
Caspase-8-vermittelten (extrinsischen) und Caspase-9-vermittelten (intrinsischen) Signalweges
der Apoptose zuriickzufiihren sein. In den nachsten Western Blot Analysen wurde deshalb der
Aktivierungszustand dieser unterschiedlichen Apoptosesignalwege in clearCa-22 untersucht.

Wie in Abbildung 4.10a dargestellt, ergab die durchgeflhrte Western Blot Untersuchung eine ge-
steigerte Spaltung der Inititator-Caspase-8 in ihre charakteristischen aktiven Fragmente (p43 und
p41) nach Exposition von clearCa-22 mit rhs-TRAIL und/oder ionisierender Gamma-Strahlung.
Darlber hinaus ist es wichtig zu beachten, dass die Caspase-8-Aktivierung nach kombinierter
Exposition mit rhs-TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung die Effekte jeder alleinigen Behand-
lung nicht Gberschritten hat (vgl. Abb. 4.10a), obwohl lediglich die kombinierte Behandlung zu ei-
ner gesteigerten Spaltung von Caspase-3 fuhrte (vgl. Abb. 4.9b).

Die Expression des intrazellularen Caspase-8-Inhibitors c-FLIP wurde bereits in verschiedenen
Tumormodellen als Grund von Resistenz gegentber CD95- und TRAIL-vermittelter Apoptose be-
schrieben (ROTH & REED, 2004). Bei c-FLIP handelt es sich um ein Protein, das in seiner Sequenz
der Pro-Caspase-8 dhnelt (IRMLER et al., 1997; WANG et al., 2000). So ist c-FLIP in der Lage, mit
der Pro-Caspase-8 um die Bindung ihres Adaptermolekils FADD zu konkurrieren und so Uber
eine Kompetitive Hemmung die Aktivierung der Apoptose-vermittelnden Caspasen-Kaskade zu
verhindern. Interessanterweise wurde in diesem Zusammenhang die Expression von c¢-FLIP nach
Exposition von clearCa-22 mit rhs-TRAIL oder ionisierender Gamma-Strahlung alleine oder in
Kombination deutlich reduziert, was vermutlich zu der beobachteten Aktivierung der Initiator-
Caspase-8 beitragen konnte (Abb. 4.11). Dagegen waren keine eindeutigen Unterschiede in der
Expression von FADD nach Exposition mit rhs-TRAIL und/oder ionisierender Gamma-Strahlung
nachweisbar (Abb. 4.11).

Daruber hinaus ergaben die durchgefuhrten Western Blot Analysen keine Spaltung der Initiator-
Caspase-9 und somit - im Gegensatz zur Aktivierung des Caspase-8-Signalweges - keine Aktivie-
rung des Caspase-9-Apoptosesignalweges nach Exposition mit rhs-TRAIL und/oder ionisierende
Gamma-Strahlung in der Nierenkarzinomzelllinie clearCa-22 (Abb. 4.10b). Da vorangegangene
Untersuchungen die funktionelle Beteiligung des Caspase-9-vermittelten Signalweges an der
durch ionisierende Strahlung vermittelten Apoptose in anderen Tumormodellen zeigen konnten
(NEWTON & STRASSER, 2000; JOSEPH et al., 2001; RUDNER et al., 2001), kénnte die gestorte Akti-
vierung der Initiator-Caspase-9 zu der wohlbekannten Resistenz von Nierenzellkarzinomen ge-
genuber strahlungsvermittelter Apoptose beitragen.

Ferner ergaben die durchgefiihrten Western Blot Analysen erste Hinweise auf die Mechanismen
der fehlenden Aktivierung des Caspase-9-Signalweges im humanen Nierenzellkarzinom. So zeigte
sich nach Exposition mit rhs-TRAIL und/oder ionisierender Gamma-Strahlung in clearCa-22 keine
Spaltung von Bid in seine aktive Form (tBid) (Abb. 4.11), welches das Bindeglied zwischen dem
Caspase-8- und Caspase-9-Signalweg der Apoptose-Induktion ist (LI et al., 1998).

Die anti-apoptotische Serin/Threonin-Kinase Akt/PKB (Proteinkinase B) ist ein weiterer erst in
jungster Zeit identifizierter Regulator der Apoptose, welche durch Phosphorylierung aktiviert wird:
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In Prostatakarzinomen entfaltet die phosphorylierte und damit aktive Form der Akt ihre anti-
apoptotischen Effekte Uber eine direkte Hemmung der Bid-Spaltung, was wiederum die Inaktivie-
rung von Caspase-9 zur Folge hat (THAKKAR et al., 2001). Der Ausfall der Bid-Spaltung konnte der
Anwesenheit des phosphorylierten Akt-Proteins nicht zugeordnet werden, da dieses weder vor
noch nach Exposition mit rhs-TRAIL und/oder ionisierender Gamma-Strahlung in der Nierenkarzi-
nomzelllinie clearCa-22 nachweisbar war (Abb. 4.11).
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DarlGiber hinaus wurde eine gesteigerte Expression von XIAP, eines Mitglieds der anti-
apoptotischen |AP-Familie, nach Exposition mit rhs-TRAIL und/oder ionisierender Gamma-
Strahlung beobachtet (Abb. 4.11), und - noch viel wichtiger - erschien nach Exposition mit rhs-
TRAIL und/oder ionisierender Gamma-Strahlung ein Spaltprodukt von XIAP (Abb. 4.11), welches
in der Lage ist, spezifisch die Caspase-9-Aktivierung zu inhibieren (DEVERAUX et al., 1999). Dage-
gen zeigte sich nach Exposition mit rhs-TRAIL und/oder ionisierender Gamma-Strahlung nur ge-
ringe Expression von Survivin (Abb. 4.11), welches ebenfalls zur anti-apoptotischen IAP-Familie
gehdrt und spezifisch die Aktivierung von Caspase-3, -7 und -9 inhibieren kann.
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5 Diskussion

5.1 Storungen der Apoptoseregulation im humanen Nierenzellkarzinom

Die meisten malignen Tumoren weisen eine aul3erordentliche Resistenz gegenlber einer Vielzahl
apoptotischer Stimuli auf. Dabei sind die genauen Mechanismen, die dieser Resistenz zugrunde
liegen, sind bislang nur unvollstédndig verstanden. Bekannt ist allerdings, dass viele Tumore Sto6-
rungen im Verlauf der Apoptose aufweisen kdénnen. Viele der konventionellen Chemo- und Strah-
lentherapien wirken aber unzureichend, méglicherweise weil die Tumorzellen eine Resistenz ent-
wickelt haben (LOWE et al,. 1993; BROWN & WOUTERS, 1999; ZHIVOTOVSKY et al., 1999; VERHEIJ &
BARTELINK, 2000; LOwWE; 2000; IGNEY & KRAMMER, 2002; DEBATIN & KRAMMER, 2004; NORBURY &
ZHIVOTOVSKY, 2004). Das TRAIL-System wird derzeit jedoch als ein therapeutisch modulierbares
Signalweg der Apoptose angesehen und die Chemo- und Strahlentherapieresistenz maligner Tu-
moren unter anderem durch Fehlregulationen in diesem System erklart (DEJOSEZ et al., 2000;
RAMP et al., 2001, 2003; FULDA & DEBATIN, 2006; HEIKAUS et al., 2007).

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte sowohl die Wirkung des geno-toxischen Zytostatikums
Topotecan und des rekombinanten humanen l6slichen TRAIL-Liganden (rhs-TRAIL) als auch die
Kombinationswirkung von rhs-TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung im humanen Nierenzell-
karzinom untersucht werden, einem maligen Tumor, der sich ebenfalls durch eine weitgehende
Therapie- und Apoptoseresistenz auszeichnet. Hierbei waren zwei grundlegende Fragen zu kla-
ren: Hangt die Resistenz gegenulber Zytostatika- oder TRAIL-induzierter Apoptose im Nierenzell-
karzinom moglicherweise mit einem differenten Exressionsstatus Apoptose-relevanter Gene zu-
sammen? Kénnte die Apoptoseresistenz dieses malignen Tumors tatsachlich durch eine Kombina-
tionsbehandlung von TRAIL mit ionisierender Gamma-Strahlung iberwunden werden?

5.1.1 Identifizierung der potentiell fiir die Apoptoseresistenz verantwortlichen
Gene im humanen Nierenzellkarzinom

In den vorliegenden lichtmikroskopischen Untersuchungen konnte eine enorme Heterogenitat in
der Sensitivitat der Nierenkarzinomzelllinien clearCa-6 und -7 gegeniiber einer Topotecan- oder
TRAIL-induzierten Apoptose nachgewiesen werden (Abb. 4.1 und 4.2). Dabei flihrten beide Sub-
stanzen zu einer signifikanten Hemmung des Zellwachstums in der Zelllinie clearCa-6, was mit
einem massiven Anstieg von apoptotischen Figuren wie Chromatinkondensation und Zellschrump-
fung einherging. Die Zelllinie clearCa-7 hingegen hat sich weitgehend Topotecan- und TRAIL-
resistent erwiesen. Daraufhin wurde auf die Frage eingegangen, welche Gene mdglicherweise fir
diese aullerordentlich heterogene Apoptosesensitivitdt des Nierenzellkarzinoms verantwortlich
sein koénnten. Zur Beantwortung dieser Frage wurden die Expressionsdnderungen von 205
Apoptose-relevanten Genen nach Topotecan- oder TRAIL-Exposition in den verwendeten Zellli-
nien mit Hilfe eines cDNA-Microarrays vergleichend analysiert und die Ergebnisse exemplarisch
fur einzelne Transkripte mittels Northern Blots tUberprift (Tab. 4.1, Abb. 4.3, 4.4 und 4.5).
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Genexpressionsprofile der Apoptose-sensitiven Nierenkarzinomzelllinie clearCa-6

In der Apoptose-sensitiven Zelllinie zeigte die vorliegende Untersuchung eine p53- und E2F1-
abhangige Genexpression - ahnlich wie diese auch nach DNA-Schadigung zu beobachten ist -
nicht nur nach Gabe von Topotecan, sondern auch nach Exposition mit TRAIL (Tab. 4.1, Abb.
4.4a, b). Somit fihrten beide Substanzen zu einer differentiellen Expression von zahlreichen p53-
und E2F1-Zielgenen, die funktionell an der Regulation von Zellproliferation (Wu et al., 2001) und
Apoptose beteiligt sind (WU & LEVIN, 1994; QIN et al., 1994; SHAN et al., 1994; KOWALK et al.,
1995; DEGREGORIE et al., 1997; KOWALIK et., 1998; PEDICONI et al., 2003; DIMOVA & DYSON, 2005).

Mit Ausnahme von einzelnen Ahnlichkeiten waren Expressionsprofile der nach DNA-Schadigung

transkriptionell von p53 und E2F1 induzierbaren Gene nach Behandlung mit Topotecan und

TRAIL nicht identisch. Ein Beispiel hierzu ist der unterschiedliche Expressionsstatus der p14°7 -

Transkripte. Es ist bekannt, dass die p14ARF
wird (ZINDY et al., 1998; LINDSTROM et al., 2003), wahrend das Wildtyp-p53-Produkt die Transkrip-

tion aus dem ARF-Promotor verhindern kann (ROBERTSON & JONES, 1998). Die vorliegende Unter-

-Transkription bei einer Aktivierung von E2F1 induziert

suchung zeigte nach TRAIL-Exposition eine unverdnderte bzw. nach Topotecan-Exposition eine
erhohte p14”"""-mRNA-Expression in der sensitiven Zelllinie, was darauf hin deutet, dass die
E2F1-regulierte Geninduktion mdoglicherweise eine dominierende Rolle in der Topotecan-
vermittelten Apoptose-Induktion gespielt hat.

DarUber hinaus zeigte sich ein bemerkenswerter Unterschied zwischen TRAIL- und Topotecan-
vermitteltem Genexpressionsmuster bei den Genen p27 und GADD45, welche funktionell an der
Regulation des Zellzyklus beteiligt sind. Wahrend der CDK2-Inhibitor p21 fir die Aufrechterhaltung
des G1-Zellzyklusarrests von entscheidender Bedeutung ist (AGAmI et al., 2000), nimmt das
Stressprotein GADD45 im G2-Zellzyklusarrest eine zentrale Stellung ein (HOLLANDER et al., 1993;
MAEDA et al., 2002). In den vorliegenden Untersuchungen fiihrte Topotecan zu einer deutlichen
Zunahme der p21-Transkription, wohingegen TRAIL diese reduzierte. Daruber hinaus fuhrten so-
wohl Topotecan als auch TRAIL zu einer verstarkten Induktion der GADD45-Transkription. Diese
Ergebnisse deuten auf eine Beeintrachtigung der Progression in der G1- und G2-Phase des Zell-
zyklus nach Behandlung mit Topotecan hin, wahrend TRAIL Gberwiegend die Progression in der
G2-Phase des Zellzyklus verhindert. Weitere Unterschiede in der p53- und E2F1-vermittelten Ge-
nexpression nach Exposition mit TRAIL oder Topotecan konnten ferner durch die unterschiedliche
Expression von MDM2, p73, PCNA und Cyclin E nachgewiesen werden (Tabelle 4.1).

Die biologische Funktion eines pro-apoptotischen Genproduktes kann Uber eine Hetero-
dimerisierung mit seinem anti-apoptotischen Gegenstick (Antagonisten) aufgehoben werden
(GRoss et al., 1999). So kénnen die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2-Familie wie Bcl-2, Bcl-
w oder Bcl-2A1 die Funktion ihrer pro-apoptotischen Familienmitglieder wie BNIP3 (Bcl-
2/adenovirus E1B 19 KDa interacting protein) aufheben (VAN DELFT & HUANG, 2006). Weitere
wichtige Beispiele hierfur sind Caspasen, deren pro-apoptotische Wirkung von den Mitglieder der
IAP-Familie wie XIAP und IAP1 inhibiert werden kdénnen (WRZESIEN-KUS et al., 2004). Im Gegen-
satz dazu kann jedoch die anti-apoptotische Funktion von z.B. Bcl-2 Uber eine gegenseitige
Wechselwirkung mit Bag-1 (BCL2-associated athanogene), einem weiteren anti-apoptotischen
Protein, verstarkt werden (TAKAYAMA et al.,, 1995). Mit Bax ist allerdings ein wichtiger pro-
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apoptotischer Faktor der Bcl-2-Familie bekannt, der die anti-apoptotische Wirkung von Bcl-2 anta-
gonisieren und dadurch zur Induktion der Apoptose beitragen kann (OLTVAI et al., 1993). Ferner ist
das Bak-Protein ein weiteres pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2-Familie, das Uber eine Interakti-
on mit anti-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Familie wie Bcl-X,, Bcl-2 und Mcl-1 an der Indukti-
on der Apoptose beteiligt sein kann (Chittenden et al., 1995). Das Gleichgewicht zwischen pro-
und anti-apoptotischen Genprodukten der Bcl-2-Familie scheint somit fir das Schicksal der Zelle
von entscheidender Bedeutung zu sein.

Daher wurden nicht nur die pro-apoptotischen Gene, sondern auch viele anti-apoptotischen Gene
wie NF-«B in der Apoptose-sensitiven Zelllinie clearCa-6 nach Behandlung mit TRAIL oder Topo-
tecan zur Expression in den vorliegenden Untersuchungen induziert. Es ist bekannt, dass E2F1 in
der Lage ist, die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB zu blockieren (PHILLIPS et al., 1999;
STANELLE et al., 2002; TANAKA et al., 2002). Die vorliegenden Ergebnisse demonstrieren, dass
trotz der Beobachtung einer verstarkten Hochregulation der E2F7-mRNA-Expression auch die
wichtigsten anti-apoptotischen NF-xB-Zielgene wie Bcl-2A1 und IAP1 nach Exposition mit TRAIL
bzw. Bcl-2A1, c-FLIP und IAP1 nach Behandlung mit Topotecan in der sensitiven Zelllinie tran-
skriptionell induziert werden konnten (Abb. 4.4a, b). Somit lassen diese Befunde die Existenz
"kontra-regulativer" anti-apoptotischer Kontrollmechanismen vermuten, die der Aktivierung pro-
apoptotischer Signalwege entgegenstehen. Allerdings war die transkriptionelle Hochregulation der
untersuchten anti-apoptotischen Genprodukte offenbar nicht ausreichend, um eine TRAIL- oder
Topotecan-induzierte Apoptose in der sensitiven Nierenkarzinomzelllinie zu verhindern.

Die Anzahl der p53- und E2F1-hochregulierten Zielgene in der Apoptose-sensitiven Zelllinie impli-
ziert, dass die p53- und E2F1-vermittelte transkriptionelle Antwort nicht nur fiir die Topotecan-
induzierte Apoptose von Bedeutung ist, sondern auch fiir die TRAIL vermittelte Apoptose. Diese
de novo-Induktion der pro-apoptotischen p53- und E2F1-Zielgene durch TRAIL in der sensitiven
Zelllinie deutet darauf hin, dass neben der klassischen Caspasen-Kaskade vermutlich auch ande-
re pro-apoptotische Signalwege an der TRAIL-vermittelten Apoptose-Induktion im Nierenzellkarzi-
nom beteiligt sind. Einer dieser TRAIL-induzierten, "Caspase-unabhangig" vermittelten apoptoti-
schen Signalwege kdnnte die Induktion von reaktiven Sauerstoffspezies sein (LEE et al., 2002). Da
das Entgiftungsenzym Glutathionperoxidase die Zelle vor oxidativem Stress schitzt, kénnte die
starke Induktion des zugehoérigen Gens GPX17 durch TRAIL (jedoch nicht durch Topotecan) in den
vorliegenden Untersuchungen ein indirekter Hinweis auf eine derartige Aktivierung von reaktiven
Sauerstoffspezies sein. Dariiber hinaus konnte die TRAIL-induzierte Aktivierung der Gen-Cluster,
ahnlich wie diese auch bei DNA-Schaden zu beobachten ist, darauf hindeuten, dass TRAIL selbst
in der Lage ist, erhebliche DNA-Schaden in sensitiven Zelllinien zu induzieren.

Zusammenfassend lasst sich somit feststellen, dass die beobachtete gleichzeitige Hochregulation
von pro- und anti-apoptotischen Faktoren einen Konflikt zwischen Leben und apoptotischem Ster-
ben innerhalb der Zelle widerspiegelt - mit einem Uberwiegen zugunsten der Apoptose in der sen-
sitiven Zelllinie. Mdgliche Erklarungen fir die Dominanz der Apoptose kdnnten die "unzureichen-
de" oder "zu spate" Induktion der anti-apoptotischen Gene in einer Uber eine intakte Todesma-
schinerie verfigende Zelle sein.
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Genexpressionsprofile der Apoptose-resistenten Nierenkarzinomzelllinie clearCa-7

Im Gegensatz zu der Apoptose-sensitiven Nierenkarzinomzelllinie clearCa-6 wurde in der Apopto-
se-resistenten Zelllinie clearCa-7 nur eine kleine Anzahl von Genen differentiell reguliert. So zeigte
nur GADDA45 eine starke Induktion nach Exposition mit Topotecan. Ferner war eine leichte Induk-
tion der einzelnen Gene nachweisbar. Die meisten Gene hingegen wurden nicht differentiell ex-
primiert (Abb. 4.5¢c, d). Interessanterweise wurden von diesen Genen die anti-apoptotischen Gene
XIAP und Bcl-w nach Exposition mit TRAIL oder Topotecan in der resistenten Zelllinie nur gering-
figig exprimiert, was ein Hinweis darauf sein kénnte, dass XIAP und Bcl-w keinen wesentlichen
Einfluss auf die Apoptoseresistenz von Nierenzellkarzinomen haben. Von Bedeutung ist in diesem
Zusammenhang auferdem, dass weder eine verstarkte Zunahme von anti-apoptotischen Genen
noch eine verminderte Expression von pro-apoptotischen Genen "als Mechanismen der Apoptose-
resistenz" nach Exposition mit TRAIL oder Topotecan zu verzeichnen war. Die Mechanismen der
Apoptoseresistenz der Nierenkarzinomzelllinien scheinen somit - zumindest teilweise - oberhalb
der transkriptionellen Aktivierung lokalisiert zu sein. Dartber hinaus deuten die vorliegenden Er-
gebnisse darauf hin, dass die Mechanismen der Apoptoseresistenz scheinbar nicht "erworben"
oder durch Behandlung mit TRAIL oder Topotecan induziert werden, sondern die Apoptoseresis-
tenz scheint vielmehr charakteristisch eine phanotypische Eigenschaft der resistenten Zellen zu
sein. Mit Ausnahme von transkriptioneller Regulation kdnnen somit diese Resistenzmechanismen
auf anderen Ebenen der Zelle lokalisiert sein.

Bezuglich des Zytostatikums Topotecan kann eine Beeintrachtigung des aktiven und passiven
zellularen Aufnahmemechanismus zu einer insuffizienten Akkumulation des Zytostatikums in den
Tumorzellen fiihren (DANKS et al., 1997; HUMERICKHOUSE et al., 2000; KHANNA et al., 2000).
Insbesondere ABC-Transportersysteme (ATP-binding cassette), wie z.B. MDR1 (Multidrug Re-
sistance) und MRP2 (Multidrug Resistance-Related Protein), sind dafiir bekannt, an aktivem zellu-
laren Effluxmechanismus beteiligt zu sein (CHEN et al., 1991). Eine Resistenzentwicklung gegen-
Uber Zytostatika dhnlich dem ABC-Mechanismus, wahrend der Therapie mit Topotecan, ist bislang
nicht bekannt (HSIANG et al. 1985). Ferner kann eine Resistenz gegenuber Zytostatika auch durch
eine Fehlaktivierung des Tumorsuppressorgens p53 bedingt sein. Die durch DNA-Schadigung
induzierten Proteinkinasen der ATM-Familie kdnnten mutiert oder gehemmt sein oder aber vdllig
fehlen, sodass das apoptotische Signal nicht auf den Tumorsuppressor p53 weitergeleitet wird.
Darlber hinaus konnte eine Uberexpression der zelleigenen p53-Inhibitoren MDM2 und MDMX
(WARBURTON et al., 2005) oder ein Verlust der transkriptionellen Koaktivatoren von p53 wie JMY
(Junction-Mediating and Regulatory Protein, p53-Kofaktor) oder STRAP (Serine/Threonine Kinase
Receptor Associated Protein (COUTTS et al.,, 2005) auch zu einer ineffektiven p53-abhangigen
Genaktivierung beitragen.

Bezlglich einer TRAIL- oder Topotecan-abhangigen Apoptose kénnten die durch Mutationen oder
post-translationale Modifikationen wie Phosphorylierung oder Ubiquitinylierung funktionell beein-
trachtigten pro-apoptotischen Proteine die extrinsischen und intrinsischen Signalwege der Apopto-
se stéren, und die Stérungen dieser apoptotischen Signalwege kénnten auch die primaren Ziele
von Zytostatika wie die TRAIL-Rezeptoren und die Topoisomerase-l (TSURUTANI et al., 2002) so-
wie die Caspasen oder die Adaptermolekiilen (wie z.B. FADD) betreffen.
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Zusammenfassend zeigen die erzielten Ergebnisse, dass die TRAIL-Sensitivitat oder Zytostatika-
Sensitivitat der Tumorzellen mit einer transkriptionellen Hochregulation einer Vielzahl von pro-
apoptotischen Genen einhergeht. Die Mechanismen der Apoptoseresistenz sind hierbei - zumin-
dest zum Teil - oberhalb der transkriptionellen Geninduktion lokalisiert und scheinen von einer de
novo Synthese anti-apoptotischer Genprodukte oder einer Abnahme pro-apoptotischer Genpro-
dukte weitgehen unabhangig zu sein, wie MAHOTKA et al. (2002) bereits fir die Expression einer
SpleiRvariante des Apoptose-Inhibitors Survivin durch die Blockade der de novo Translation durch
die Gabe von Cycloheximid gezeigt haben. Die Phanotypen "Apoptose-sensitiv" oder "Apoptose-
resistent" scheinen somit vielmehr die charakteristischen Eigenschaften der Tumorzellen zu sein.
Der apoptotische Stimulus, vermittelt extrinsisch (Uber die Stimulation von Todesrezeptoren) oder
intrinsisch (Uber die Aktivierung des DNA-Schaden-Signalweges), ist daher mit einem zelluldren
Umfeld konfrontiert, in dem das apoptotische Signal an die Todesmaschinerie der Zelle weiterge-
leitet werden kann (sensitiv) oder nicht (resistent). Somit erscheint es wahrscheinlich, dass die in
der sensitiven Zelllinie beobachtete starke differentielle Genexpression lediglich eine zellulare
Reaktion auf die aktivierte Todesmaschinerie darstellt, wohingegen in der resistenten Zelllinie das
Apoptosesignal nicht weitergeleitet werden kann und somit lediglich eine geringfiigig veranderte
Genexpression der Zelle vorhanden ist.

5.1.2 Kombinationswirkung von TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung

Nach heutiger Vorstellung nimmt man an, dass die Strahlentherapie mit ionisierender Gamma-
Strahlung ihre Wirkung - zumindest teilweise - UGber eine Aktivierung der Apoptose in Tumorzellen
entfaltet (BROWN & WOUTERS, 1999; ZHIVOTOVSKY et al., 1999; NEWTON & STRASSER, 2000; VER-
HEIJ & BARTELINK, 2000). Wie bereits dargestellt, konnte vor kurzem nachgewiesen werden, dass
insbesondere Tumorzellen fir die Apoptose-induzierende Wirkung von TRAIL empfanglich sind,
wahrend sich die meisten normalen Zellen als weitgehend TRAIL-resistent erwiesen haben. Somit
kénnte dieser Ligand in Kombination mit ionisierender Strahlung zur Behandlung maligner Tumore
eingesetzt werden. In der vorliegenden Arbeit wurde daher der Frage nachgegangen, ob eine
Kombinationstherapie von rekombinantem humanem Iéslichem rhs-TRAIL und einer Bestrahlung
mit ionisierender Gamma-Strahlung tatsachlich die klinisch bekannte Apoptoseresistenz des hu-
manen Nierenzellkarzinoms iberwinden kann.

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen eine Koexpression der Apoptose-induzierenden TRAIL-
Todesrezeptoren DR4 und DRS5 in allen untersuchten Nierenkarzinomzelllinien. Dartber hinaus
war nach Exposition mit TRAIL in drei der 8 Zelllinien eine deutliche Apoptose-Induktion fassbar.
Diese Beobachtung ist insofern wichtig, da sie auf die Existenz eines funktionell aktiven apoptoti-
schen Selbstmordmechanismus in einem erheblichen Anteil der Nierenzellkarzinome hinweist.
Eine adaquate Stimulation vorausgesetzt, ist also eine Erhdéhung der Sensitivitdt gegeniber
schwachen Stimuli méglich. Obwohl Apoptose-induzierende TRAIL-DR4- und DR5-Rezeptoren in
allen Nierenkarzinomzelllinien vorhanden sind, gelang es den klinisch relevanten Bestrahlungsdo-
sen von ionisierender Gamma-Strahlung in Kombination mit TRAIL-Behandlung nicht, das apopto-
tische Ansprechen in den meisten Zelllinien zu erhéhen. Somit war nach kombinierter Behandlung
mit ionisierender Gamma-Strahlung und TRAIL lediglich in einer (clearCa-22) der untersuchten
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Zelllinien ein signifikanter Sensibilisierungseffekt mit deutlicher Steigerung der Apoptose nach-
weisbar. Diese Beobachtungen standen in deutlichem Gegensatz zu den jlingsten Arbeiten, in
denen Uber eine synergistische Wirkungssteigerung der Apoptose nach Kombination von TRAIL
mit ionisierender Gamma-Strahlung in Zelllinien des Mama- und Kolonkarzinoms (CHINNAIYAN et
al., 2000; RAvI et al., 2001) sowie in Jurkat-Lymphomzellen (GONG & ALMASAN, 2000; BELKA et al.,
2001; DI PIETRO et al., 2001; KM et al., 2001a) berichtet wurde. Hierbei muss jedoch bertcksichtigt
werden, dass nur Kurzzeiteffekte, d.h. Effekte, die innerhalb von 72 Stunden nach einer Kombina-
tionsbehandlung mit TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung eingetreten waren, in den vorlie-
genden Untersuchungen erfasst wurden. Mdgliche Langzeiteffekte von ionisierender Gamma-
Strahlung wurden nicht untersucht.

Wirkungsverstiarkung der TRAIL-induzierten Apoptose durch Gamma-Strahlung

Zum heutigen Zeitpunkt sind viele Fragen zu den Mechanismen, welche die ausgepragte Resis-
tenz gegenlber ionisierender Strahlung des Nierenzellkarzinoms bestimmen, noch weitgehend
ungeklart. Man vermutet jedoch, dass eine durch ionisierende Strahlung induzierte Apoptose ein
intaktes p53-Gen erfordert (LOWE et al, 1993). Diesbezuglich wurde beschrieben, dass der beo-
bachtete synergistische Effekt von TRAIL und ionisierender Strahlung an Mammakarzinomen nur
in Abhangigkeit eines p53-Wildtypstatus nachweisbar war (CHINNAIYAN et al, 2000). Ein mdglicher
Mechanismus zur Férderung der synergistischen Wirkung von TRAIL und ionisierender Strahlung
kénnte in der p53-abhangig induzierbaren Hochregulation des DR5-Rezeptors liegen. (Yu et al,
1999). Tatsachlich fiihrte eine Bestrahlung mit ionisierender Gamma-Strahlung zu einem Anstieg
der Proteinexpression des DR5-Rezeptors in clearCa-22 (ohne Mutation in den p53-kodierenden
Regionen), wodurch diese Zelllinie moglicherweise empfindlicher gegeniiber TRAIL-induzierter
Apoptose wurde. Im Gegensatz zu den beobachteten Effekten an Zelllinien des Kolonkarzinoms
(RAVI et al., 2001) und an verschiedenen Klonen von Jurkat-Lymphomzellen (BELKA et al., 2001;
KM et al., 2001a) war das Gesamtniveau der Apoptose-Induktion in clearCa-22 nach Kombinati-
onsbehandlung mit TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung eher gering, wobei die maximale
Abnahme der Zellzahl bei etwa 46% der Kontrolle lag.

Regulation der Wirkungsverstarkung TRAIL-induzierter Apoptose durch Gamma-Strahlung

Nach heutigem Kenntnisstand kann die Apoptose Uber mindestens zwei verschiedene (extrinsi-
sche und intrinsische), jedoch miteinander in Verbindung stehende Signalwege induziert werden,
welche die verschiedenen Initiator-Caspasen, insbesondere der Caspase-8 und -9, aktivieren. Die
Caspase-8- und die Caspase-9 Signalwege der Apoptose flhren letztlich zur Aktivierung der Ef-
fektor-Caspasen-3, -6 und -7 und somit zum apoptotischen Tod der Zelle. Die gleichzeitige Aktivie-
rung extrinsischer und intrinsischer Signalwege der Apoptose kann zu einer deutlichen Verstar-
kung des urspriinglichen Apoptosesignals fuhren (LI et al., 1998; BELKA et al., 2000, 2001; SuLI-
MAN et al., 2001; JOSEPH et al., 2002). In der vorliegenden Arbeit wurde deshalb der Aktivierungs-
status dieser beiden apoptotischen Hauptsignalwege in clearCa-22 nach Exposition mit TRAIL
und/oder einer Bestrahlung mit ionisierender Gamma-Strahlung untersucht. Hierbei zeigte sich
eine proteolytische Spaltung und damit eine deutliche Aktivierung der Caspase-3 in clearCa-22
nur nach einer Kombinationsbehandlung mit TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung, wohin-
gegen eine alleinige Behandlung mit TRAIL oder ionisierender Strahlung zu keiner oder nur sehr
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geringer Spaltung der Caspase-3 fiihrte. Dementsprechend war eine proteolytische Spaltung von
PARP, einem Substrat der aktiven Caspase-3 (YANG et al, 2001) in clearCa-22 nur nach Kombina-
tionsbehandlung mit TRAIL und ionisierender Strahlung nachweisbar. Eine Aktivierung der Caspa-
se-3, deren funktionelle Beteiligung an der durch TRAIL und Bestrahlung induzierten Apoptose
bereits bei anderen Tumortypen gezeigt werden konnte (GONG & ALMASAN, 2000; YAMANAKA et al.,
2000; BELKA et al., 2001; JOSEPH et al., 2001, 2002; KiM et al., 2001a; NIMMANAPALLI et al., 2001;
RUDNER et al., 2001; SULIMAN et al., 2001; SuN et al., 2001; JOSEPH et al., 2002), war somit auch
im Nierenzellkarzinom nachweisbar. Im Gegensatz zu anderen Tumortypen (COELHO et al., 2000;
SUN et al., 2001; YANG et al., 2001) war im Nierenzellkarzinom jedoch keine proteolytische Spal-
tung der Effektor-Caspasen-6 und -7 zu verzeichnen.

Da die Aktivierung der Caspase-3 sowohl iber Caspase-8 als auch iber Caspase-9 und auf diese
Weise Uber die extrinsischen und intrinsischen Signalwege der Apoptose erfolgen kann, wurde
weiterhin die funktionelle Beteiligung dieser unterschiedlichen Apoptose-Signalwege analysiert.
Hierbei konnte nach Exposition mit TRAIL und einer Bestrahlung mit ionisierender Gamma-
Strahlung alleine oder in Kombination eine starke proteolytische Spaltung der Initiator-Caspase-8
in clearCa-22 nachgewiesen werden. Somit stehen diese Ergebnisse im Einklang mit anderen
Berichten, in denen eine Caspase-8-Spaltung nach Exposition mit TRAIL oder einer Bestrahlung
mit ionisierender Gamma-Strahlung an Nierenzellkarzinomen (PAWLOWSKI et al., 2000) und vielen
anderen Tumoren, wie z.B. dem Leber-, Prostata- und Lungenkarzinom (YAMANAKA et al., 2000;
NIMMANAPALLI et al., 2001; SuN et al., 2001) und den Jurkat-Lymphomzellen (GONG & ALMASAN,
2000; BELKA et al., 2001; Kim et al., 2001a; RUDNER et al., 2001; SULIMAN et al., 2001), beobachtet
wurde.

Die Aktivierung der Caspase-8 durch TRAIL-Liganden oder durch Bestrahlung mit ionisierender
Gamma-Strahlung scheint ein gemeinsames Reaktionsmuster in einer Vielzahl verschiedener
Tumortypen, einschlieflich des Nierenzellkarzinoms, zu sein. Dabei ist besonders bemerkenswert,
dass sich in clearCa-22 nach Exposition mit TRAIL und/oder ionisierender Gamma-Strahlung eine
deutliche Herunterregulation des Caspase-8-Inhibitors c-FLIP (IRMLER et al., 1997) zeigte. Obwohl
die Bedeutung von c-FLIP fir die Hemmung der TRAIL-induzierten Apoptose kontrovers diskutiert
wird (GRIFFITH et al., 1998; PAwLowsKI et al., 2000; WANG et al., 2000; MITSIADES et al., 2001),
deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass eine verminderte Expression des c-FLIP-Proteins mog-
licherweise an der Aktivierung der Caspase-8 im Nierenzellkarzinom beteiligt ist. Eine Aktivierung
der Initiator-Caspase-9 nach Exposition mit TRAIL oder ionisierender Strahlung konnte bereits an
Prostata- und Lungenkarzinomen (NIMMANAPALLI et al., 2001; JOSEPH et al., 2001; SuN et al.,,
2001), Ewing-Sarkomen (MITSIADES et al., 2001) und Jurkat-Lymphomzellen (KiM et al., 2001a;
RUDNER et al., 2001) gezeigt werden. Im Gegensatz dazu war keine proteolytische Spaltung der
inaktiven Pro-Caspase-9 in aktive Caspase-9 nach Gabe von TRAIL und/oder Bestrahlung mit
ionisierender Gamma-Strahlung in clearCa-22 nachweisbar. Die Weiterleitung des apoptotischen
Signals Uber den "mitochondrialen” Caspase-9-Signalweg der Apoptose scheint daher im Nieren-
zellkarzinom blockiert zu sein. Zudem legt die vorliegende Untersuchung nahe, dass eine fehlende
proteolytische Spaltung von Bid zum Ausbleiben der Caspase-9-Aktivierung beitragen kénnte. So
ist es bekannt, dass aktive Caspase-8 in der Lage ist, Bid durch Prozessierung in "trunkiertes" Bid
(tBid) zu spalten, welches zu den Mitochondrien transloziert und dort schlie3lich die Freisetzung
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von Cytochrom ¢ und eine Aktivierung der Initiator-Caspase-9 sowie der Effektor-Caspase-3 be-
wirkt (LI et al., 1998; BELKA et al., 2001; Kim et al., 2001a; NIMMANAPALLI et al., 2001; SULIMAN et
al., 2001). Nach heutiger Vorstellung glaubt man, dass diese Verbindung zwischen den Caspase-
8- und Caspase-9-vermittelten Signalwegen Uber Bid zu einer Signalverstarkung des urspriingli-
chen Apoptose-Signals flihrt (SCAFFIDI et al., 1998). In clearCa-22 war jedoch nach Exposition mit
TRAIL und/oder Bestrahlung mit ionisierender Gamma-Strahlung - trotz proteolytischer Spaltung
von Caspase-8 und Caspase-3 - keine Bid-Spaltung nachweisbar. Ein weiterer kirzlich identifizier-
ter Regulator von Caspase-9 und Bid ist Akt/PKB (Proteinkinase B), eine Serin/Threonin-Kinase,
die durch Phosphorylierung aktiviert wird. Interessanterweise wurde fiir Prostatakarzinomzellen
eine Korrelation zwischen der aktivierten Akt und TRAIL-Resistenz beschrieben (THAKKAR et al.,
2001). Akt entfaltet ihre anti-apoptotischen Effekte sowohl tUber die Caspase-9-Inaktivierung durch
Phosphorylierung als auch Uber direkte Hemmung der Bid-Spaltung (THAKKAR et al., 2001). In
clearCa-22 hingegen war weder vor noch nach Exposition mit TRAIL und/oder Bestrahlung mit
ionisierender Gamma-Strahlung eine Expression der aktiven Form von Akt nachweisbar. Im Ge-
gensatz zu anderen Tumortypen scheint daher im Nierenzellkarzinom die Proteinkinase Akt von
untergeordneter Bedeutung fiir die Blockierung der Bid-Spaltung und die Hemmung der Caspase-
9-Aktivierung zu sein.

Darlber hinaus konnte in der Nierenkarzinomzelllinie clearCa-22 eine hohe Grundexpression des
anti-apoptotischen XIAP-Proteins nachgewiesen werden. Von besonderer Bedeutung ist in diesem
Zusammenhang, dass nach Exposition mit TRAIL und/oder Bestrahlung mit ionisierender Gamma-
Strahlung ein vermehrtes Auftreten eines Spaltprodukts von XIAP zu beobachten war. Da dieses
XIAP-Fragment die BIR3-Domane besitzt, welche durch eine direkte Bindung spezifisch die Inhibi-
tion der aktivierten Caspase-9 vermittelt (DEVERAUX et al., 1997, 1999), kdnnte es auch in der un-
tersuchten Zelllinie fir die fehlende Aktivierung der Caspase-9 verantwortlich sein. Im Gegensatz
zu XIAP blieb die Expression von Survivin, einem weiteren anti-apoptotischen Mitglied der IAP-
Familie, nach Exposition mit TRAIL und/oder Bestrahlung mit ionisierender Gamma-Strahlung in
clearCa-22 unverandert, wohingegen eine verminderte Survivin-Expression nach analogen Be-
handlungen an Prostatakarzinomzellen gezeigt werden konnte (NIMMANAPALLI et al., 2001).

Insgesamt zeigen die vorliegenden Ergebnisse eine deutliche Heterogenitat in der Sensitivitat des
humanen Nierenzellkarzinoms gegenlber einer TRAIL-vermittelten Apoptose. Darlber hinaus
fuhrte ionisierende Gamma-Strahlung nur in einer der untersuchten Zelllinien zu einer Sensibilisie-
rung gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose. Des Weiteren deuten die vorliegenden Beobachtun-
gen darauf hin, dass TRAIL- und Strahlungs-vermittelte Apoptose im Nierenzellkarzinom vorwie-
gend Uber den extrinsischen Caspase-8-vermittelten Signalweg der Apoptose verlauft, wahrend
der intrinsische Caspase-9-vermittelte Signalweg nicht genutzt wird. Die Fehlaktivierung des
Caspase-9-Signalweges konnte zum einen auf einer beeintrachtigten Verbindung mit dem Caspa-
se-8-Signalweg aufgrund fehlender Bid-Spaltung beruhen, zum anderen kénnte sie auf ein be-
obachtetes XIAP-Spaltprodukt zurtickzufiihren sein, welches nachweislich spezifisch die Caspase-
9-Aktivierung inhibiert. Daher kdnnte die Fehlaktivierung der Initiator-Caspase-9 zu der klinisch
bekannten Strahlenresistenz des humanen Nierenzellkarzinoms beitragen und spricht somit gegen
eine effektive Kombinationstherapie mit rhs-TRAIL und einer Bestrahlung mit ionisierender
Gamma-Strahlung bei diesem Tumortyp.
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6 Zusammenfassung

Die Apoptose ist ein streng reguliertes genetisches Selbstmordprogramm, das sowohl fir die
Embryonalentwicklung von Organismen als auch fur die Aufrechterhaltung der Gewebehomoosta-
se oder ein intaktes Immunsystem unverzichtbar ist. Es sorgt daflr, dass Uberflissige, alte oder
beschadigte Zellen kontrolliert absterben und eliminiert werden. Eine reduzierte Apoptose-
haufigkeit beglinstigt das Uberleben und die Akkumulation entarteter Zellen und tragt dadurch
mafgeblich zur Tumorentstehung bei. Daraus folgt, dass die Wiederherstellung der Apoptose-
bereitschaft in Tumorzellen unmittelbar zur gezielten Therapie von Tumoren genutzt werden kdnn-
te. Die meisten Tumore weisen jedoch eine Resistenz gegeniber einer Vielzahl apoptotischer
Stimuli auf. Neben anderen zellularen Mechanismen ist diese Resistenz vor allem auf eine Fehlre-
gulation der Apoptose zurlickzufiihren. Sowohl fiir die Aufklarung der Tumorpathogenese als auch
im Hinblick auf die Entwicklung neuer Therapiekonzepte ist deshalb eine bessere Kenntnis der
molekularen Apoptose-Mechanismen erforderlich. Speziell im humanen Nierenzellkarzinom, ei-
nem malignen Tumor, der sich ebenfalls durch eine weitgehende Apoptoseresistenz sowie eine
ausgepragte Chemo- und Strahlentherapieresistenz auszeichnet, sind diesbeziglich noch viele
Fragen offen oder nur unvollstdndig beantwortet. Ziel der vorliegenden Arbeit war es deshalb, die
im Nierenzellkarzinom vorliegenden Stérungen der Apoptoseregulation unter den kontrollierten
experimentellen Bedingungen eines in-vitro-Tumormodells zu analysieren. Hierbei wurden folgen-
de Fragen aufgegriffen: 1.) das Expressionsmuster Apoptose-relevanter Gene in Zytostatika- und
TRAIL-vermittelter Apoptose sowie die Bedeutung der differentiellen Genexpression fir die
Apoptoseresistenz des Nierenzellkarzinoms und 2.) die Mdglichkeit, diese Apoptoseresistenz
durch eine Kombinationsbehandlung von TRAIL und ionisierender Gamma-Strahlung zu Gberwin-
den.

Zur Untersuchung der ersten Fragestellung wurde die Wirkung des geno-toxischen Zytostati-
kums Topotecan und des rekombinanten humanen Iéslichen Todesliganden TRAIL, eines weitge-
hend tumorzellspezifischen Zytokins der TNF-Familie, auf humane Nierenkarzinomzelllinien ana-
lysiert. Lichtmikroskopische Analysen lieRen dabei eine signifikante Heterogenitat in der Sensitivi-
tat des Nierenzellkarzinoms, d.h. sowohl eine ausgepragte Sensitivitat als auch eine aul3erordent-
liche Resistenz, gegenuber einer Topotecan- oder TRAIL-induzierten Apoptose erkennen. Darauf-
hin wurden Expressionsdanderungen 205 Apoptose-relevanter Gene mit Hilfe eines cDNA-
Microarrays analysiert und das Ergebnis exemplarisch fur einzelne Transkripte mittels Northern
Blot verifiziert. Uberraschenderweise zeigten die Ergebnisse nur sehr wenige Anhaltspunkte fiir
eine Korrelation zwischen der heterogenen Apoptosesensitivitdt und dem Expressionsstatus der
Apoptose-relevanten Gene. Die Mechanismen der Apoptoseresistenz der Tumorzelllinien waren
hierbei zumindest teilweise der Geninduktion vorgeschaltet und schienen von einer de novo Syn-
these anti-apoptotischer Genprodukte oder einer Abnahme pro-apoptotischer Genprodukte weit-
gehend unabhangig zu sein. Der apoptotische Stimulus, ob nun extrinsich oder intrinsich, scheint
somit mit einer zellularen Reaktionsumgebung konfrontiert zu sein, in der das apoptotische Signal
entweder an die "Todesmaschinerie"” der Tumorzelle weitergeleitet wird (apoptosesensitiv) oder
ausbleibt (apoptoseresistent).
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Wie bereits in vorangegangenen Untersuchungen beschrieben, stellt eine gestorte Aktivierung des
extrinsischen TRAIL-Todesrezeptorsystems flr die ausgepragte Chemotherapieresistenz der Nie-
renzellkarzinome keine besondere Bedeutung dar. Vor diesem Hintergrund wurde die Kombinati-
onswirkung von TRAIL und klinisch relevanten Dosen einer Bestrahlung mit ionisierender Gamma-
Strahlung auf sechs humane Nierenkarzinomzelllinien als zweite Fragestellung der Arbeit unter-
sucht. In einer der Tumorzelllinien konnte lichtmikroskopisch ein signifikanter Sensibilisierungsef-
fekt beobachtet werden. Dariber hinaus konnten Western Blot Untersuchungen zeigen, dass so-
wohl die durch TRAIL als auch die durch Gamma-Strahlung induzierte Apoptose durch die proteo-
lytische Prozessierung (Aktivierung) der Caspase-8 als Zeichen eines funktionell intakten TRAIL-
Systems vermittelt wurde, wohingegen eine "Aktivierung" der Caspase-9 als Zeichen einer mito-
chondrialen Aktivierung der Apoptose nicht zu beobachten war. Dies lasst vermuten, dass humane
Nierenzellkarzinome Uber eine Dysregulation im intrinsischen mitochondrialen Signalweg der
apoptotischen Todesmaschinerie verfiigen, die vor allem auf eine Beeintrachtigung der Caspase-
9-Aktivierung zuriickzufuhren ist.

Zusammengefasst ergeben sich aus den Daten der vorliegenden Arbeit erste empirische Anhalts-
punkte daflir, dass die Apoptoseresistenz am ehesten ein charakteristisches Merkmal des huma-
nen Nierenzellkarzinoms ist. Die Mechanismen der Apoptoseresistenz des Nierenzellkarzinoms
sind moglicherweise zumindest zum Teil auf der transkriptionalen Ebene lokalisiert und scheinen
hierbei insbesondere auf eine Regulationsstdrung der mitochondrialen Apoptose zurlckzufihren
zu sein: Dabei scheint der Caspase-9-Signalweg unmittelbar durch eine derartige Stérung betrof-
fen zu sein. Moéglicherweise kdnnten deshalb zukiinftig Substanzen, die die Caspase-9-Aktivierung
wieder herstellen, auch fiir die Uberwindung der breiten Apoptoseresistenz des Nierenzellkarzi-
noms nutzlich werden.



Summary Seite | 84

7  Summary

Apoptosis is a strictly regulated cell suicide program essential for developing and maintaining adult
tissue homeostasis or properly functioning immune system. This program ensures the controlled
demolition and elimination of redundant, old or damaged cells. The decline of apoptosis frequency
promotes survival and accumulation of neoplastic cells and contributes thereby significantly to the
tumorigenesis. As a consequence, the restoration of the apoptosis in tumor cells could be used
immediately for the targeted tumor therapy. However, most tumors exhibit a marked resistance to
a variety of apoptotic stimuli. Beside other cellular mechanisms, this resistance is primarily due to
a dysregulation of apoptosis. Therefore, a better knowledge of the molecular mechanisms of apop-
tosis is essential both for understanding the tumor pathogenesis and with regard to the develop-
ment of new therapeutic concepts. Especially in human renal cell carcinoma (RCC), a malignant
tumor which is characterized by extensive resistance to apoptosis as well as marked resistance to
chemotherapy and radiotherapy, many questions in this context are still open or answered only
incompletely. The aim of the present study was to analyze in vitro the disturbances of apoptosis
regulation in RCC. The following questions were addressed: 1.) the expression pattern of apopto-
sis relevant genes in anticancer drug- and TRAIL-induced apoptosis as well as the impact of dif-
ferential gene expression on apoptosis resistance in RCC, and 2.) the option to overcome apopto-
sis resistance by combination of TRAIL with ionising radiation (IR).

Concerning the first question, the effect of the anticancer drug Topotecan and the recombinant
human soluble TRAIL, a member of the TNF family inducing apoptosis in cancer cells without af-
fecting most non-neoplastic cells, to RCC cell lines was analyzed. The results demonstrated a
marked heterogeneity in the sensitivity of the tumor cell lines to Topotecan- or TRAIL-induced
apoptosis. Both distinct sensitivity and marked resistance were observed. Subsequently, expres-
sion changes of 205 apoptosis relevant genes were analyzed by cDNA microarray and verified
exemplarily for single transcripts by nothern blot. However, the results showed very little evidence
of a correlation between heterogeneous apoptotic sensitivity and expression level of apoptosis
relevant genes. The mechanisms of apoptosis resistance were, at least in part, located upstream
of gene induction and seemed to be independent of upregulation of antiapoptotic genes or down-
regulation of proapoptotic genes. The proapoptotic stimulus — both extrinsic and intrinsic — seems
to be confronted with a cellular context that allows apoptotic signal to be transduced to apoptotic
death machinery (in the sensitive cell line) or not (in the resistant cell line).

Impaired activation of the TRAIL death receptor pathway is not of significant importance for re-
sistance of RCC to chemotherapy. In view of this fact, the effect of a combination of TRAIL and IR
to six RCC cell lines was analyzed in the second part of this study. In one of the tumor cell lines,
a significant sensitization effect could be detected by light microscopy. In addition, western blot
analyses have shown that TRAIL- and IR-induced apoptosis is predominantly mediated via the
caspase-8 signal pathway indicating an intact TRAIL system, whereas the caspase-9 signal path-
way is not utilized indicating a defective mitochondrial apoptosis pathway. Thus, it is most likely
that RCC is characterized by a dysregulation of the intrinsic mitochondrial apoptosis pathway that
is based primarily on a deficient activation of caspase-9.
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In conclusion, the results from this study provide first empirical evidence that apoptosis resistance
is most likely a characteristic feature of RCC. The Mechanisms of apoptosis resistance of this ma-
lignant tumor may be located, at least in part, on the transcriptional level and seem to be due to a
dysregulation of mitochondrial apoptosis. The Caspase-9 signal pathway seems to be directly
affected by such a dysregulation. Therefore, substances which restore the caspase-9 activation
could possibly help in future also for overcoming the wide apoptosis resistance of renal cell carci-

noma.
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8 Perspektive

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bieten neue Kenntnisse daflir, dass humane Nierenzell-
karzinome speziell auf der Ebene der mitochondrialen Apoptose als essentiellem Bestandteil des
intrinsischen Apoptose-Signalweges Uber eine Blockade verfligen. Die molekularen Mechanismen
fur die gestorte Aktivierung der mitochondrialen Apoptose sind bislang jedoch nur wenig
verstanden. Dabei koénnte gerade eine genaue Kenntnis der zugrunde liegenden anti-
apoptotischen Mechanismen dazu beitragen, neue Therapiekonzepte - z.B. im Sinne einer
sogenannten zielgerichteten (targeted) Therapie mit Bcl-2-Inhibitoren (BH3-Mimetika) - zu
entwickeln (CHONGHAILE et al., 2008; LEiBowITZ et al., 2010). Hierbei kénnte durch ein sogenann-
tes "BH3-Profiling" die Ansprechbarkeit der Tumorzellen gegeniber etablierten und neuen Thera-
pien vorhergesagt werden. Solche zielgerichteten Therapien, die ihre Wirkung an den
Mitochondrien entfalten, kénnten so durch eine gezielte Reaktivierung der Mitochondrien-
vermittelten Apoptose eine wirkungsvolle Behandlung des malignen humanen Tumors
ermdglichen.
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