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[ Zusammenfassung

I. Zusammenfassung

Die Subpopulation der Schilddriisenkarzinom-Patienten mit einem metastasierten Radiojod-
refraktiren follikuliren Schilddriisenkarzinom (FTC) hat mit einer 10-Jahres Uberlebensrate
von etwa 10 % eine ausgesprochen schlechte Prognose. Speziell fiir diese Patienten stehen
bisher keine adidquaten Therapien zur Verfiigung. TRAIL (tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing-ligand) erlangte Aufsehen durch eine Todesrezeptor-vermittelte selektive
Apoptoseinduktion in Tumorzellen. Diese Arbeit beschiftigt sich mit dem TRAIL-System in
Hinblick auf die prognostische Relevanz und therapeutische Nutzbarkeit im metastasierten
Radiojod-refraktdren FTC. Besonderes Augenmerk wurde auf die inhibitor-of-apoptosis
proteins (IAP) als Angriffspunkt zur Steigerung der TRAIL-Wirkung und Uberwindung von
Resistenzen gelegt. Dazu wurde zundchst die Expression des TRAIL-Proteins und seiner
Rezeptoren durch immunhistochemische Farbung von Tissue micro arrays mit Proben von 44
Patienten evaluiert und mit klinisch-pathologischen Parametern sowie dem Uberleben
korreliert. Es konnte so der nicht-proapoptotische ,,Fangerrezeptor DcR2/TRAIL-R4 als
unabhingiger negativer prognostischer Marker identifiziert werden. Aulerdem wurde in einer
Zelllinie aus einem metastasierten Radiojod-refraktdren FTC die Expression des TRAIL-
Systems mittels quantitativer Real Time PCR und Western Blot nachgewiesen. Anhand von
MTS-Assays und fluorescence activated cell sorting (FACS) Untersuchungen konnte eine
Sensitivitit der Zellen fiir TRAIL-induzierte Apoptose demonstriert sowie eine Verstdrkung
der TRAIL-Wirkung im Sinne eines synergistischen, sensitivierenden Effektes durch Zugabe
der IAP-Inhibitoren GDC-0152 oder Birinapant erreicht werden. Durch Western Blot
Analysen nach Behandlung konnte gezeigt werden, dass diese Sensitivierung vor allem durch
eine [AP-Inhibitor induzierte Degradation der Proteine cIAP1 und cIAP2 vermittelt wurde.
Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit zum ersten Mal die prognostische Bedeutung des
TRAIL-Systems im follikuldren Schilddriisenkarzinom demonstriert werden. Unser Modell
weist mit der erfolgreichen TRAIL-Behandlung von Zellen eines FTC mit Metastasierung
und Radiojod-Resistenz auf eine mogliche therapeutische Nutzbarkeit des TRAIL-Systems
hin und der gelungene Ansatz der Kombination mit weiteren Substanzen wie den IAP-
Inhibitoren entspricht der aktuellen Entwicklung in der modernen Krebstherapie mit
zunehmender Bedeutung der individualisierten Kombination verschiedener
Chemotherapeutika zur Ausbeutung der einzelnen Wirkungen bei minimierten
Nebenwirkungen. Somit priasentiert diese Arbeit wichtige Erkenntnisse iiber das TRAIL-
System in follikuldren Schilddriisenkarzinomen und kann eventuell als Grundlage weiterer

Studien mit dem Ziel der Entwicklung neuer Therapiemdglichkeiten dienen.
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II. Summary

The subpopulation of thyroid cancer patients who have metastasized radioactive iodine (RAI)
refractory follicular thyroid cancer (FTC) is confronted with a very poor prognosis and a 10-
year overall survival rate of about 10 %. To date, no encouraging second line therapeutic
options are available for these patients. TRAIL (tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand) gained considerable popularity through a death receptor-mediated selective
induction of apoptosis in tumor cells. This work addresses the TRAIL system regarding its
prognostic relevance and therapeutic potential in metastasized RAI refractory FTC. A special
emphasis was placed on the inhibitor-of-apoptosis proteins (IAP) as potential targets to
increase TRAIL sensitivity and to overcome possible cell inherent resistance mechanisms
towards TRAIL mediated apoptosis. In a first step, the expression of TRAIL and its receptors
was evaluated by immunohistochemical staining of tissue micro arrays with samples of 44
patients and subsequently correlated with clinicopathological variables. The expression of the
non- death domain containing decoy receptor DcR2/TRAIL-R4 could be identified as an
independent negative prognostic marker in FTC. In addition, we investigated the expression
of the members of the TRAIL system in a RAI refractory FTC cell line by quantitative real-
time PCR and Western blot analyses. MTS-assays and fluorescence-activated cell sorting
(FACS) were used to demonstrate the sensitivity of the FTC cells for TRAIL induced
apoptosis. The additional treatment with IAP-inhibitors GDC-0152 or Birinapant induced a
synergistic, sensitizing effect enhancing TRAIL induced apoptosis. Western blot analyses
revealed that the sensitizing effect was mediated by a compound induced degradation of the
cellular IAP1 (cIAP1) and cIAP2. In summary, this study could demonstrate for the first time
the prognostic and therapeutic implications of the TRAIL system in FTC. By the effective
treatment of a metastasized, RAI refractory FTC cell line with recombinant human TRAIL
our model indicates a potential therapeutic usability of the TRAIL system in FTC. The
successful approach of a combinational therapy with IAP targeting compounds is consistent
with the current development in modern cancer therapy, in which individualized combinations
of different chemotherapeutics are used to exploit complementary therapeutic effects by at the
same time minimizing harmful side effects. Therefore, this study presents important findings
about the TRAIL system in FTC and can serve as a basis for future translational studies with

the prospect of developing new therapeutic options.
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1.1 Schilddriisenkarzinome

Maligne Schilddriisentumore sind die hdufigsten Karzinome endokriner Organe. In
Deutschland machen sie mit jdhrlich ca. 6.000 Neuerkrankungen 1 - 2 % aller
Krebsneuerkrankungen aus und sind damit insgesamt eher seltene Malignome. Im Jahr
2011 erkrankten in Deutschland ca. 1.800 Ménner und 4.500 Frauen an
Schilddriisenkrebs. Das entspricht einer Inzidenz von etwa 4 Neuerkrankungen pro
100.000 Einwohner bei den Miannern und etwa 9 pro 100.000 bei den Frauen. Frauen
sind in Deutschland 2 - 3 mal héufiger betroffen als Méanner. Mit einem Anteil von 1,9
% an allen Krebsneuerkrankungen steht das Schilddriisenkarzinom bei Frauen somit an
Stelle 13 der hdufigsten Krebserkrankungen. Das mittlere Erkrankungsalter der Ménner
liegt bei 58 Jahren, das der Frauen bei 52 Jahren [1]. In den USA macht das
Schilddriisenkarzinom laut National Cancer Institute etwa 3,4 % aller neuen
Krebserkrankungen aus, zwischen 2010 und 2014 betrug dort die Inzidenz bei Mannern
7,1 pro 100.000 und bei Frauen 21 pro 100.000 [2]. Auch innerhalb Deutschlands
variiert die Erkrankungsrate. So finden sich die meisten Neuerkrankungen in Bayern,
was mit dhnlichen Zahlen in Osterreich korreliert. Der stirker ausgeprigte Jodmangel in
meeresfernen, gebirgigen Regionen fiihrt zu einer Abnahme der Jod-abhingigen
Synthese der Schilddriisenhormone Trijodthyronin (T3) und Tetrajodthyronin (T4). Das
dadurch vermehrt produzierte Thyroidea-stimulierende Hormon (TSH) wirkt
stimulierend auf das Wachstum der Schilddriise. Dies kann zur Ausbildung von

Strumen fiithren und somit die Entstehung von Karzinomen begiinstigen.

Weltweit, wie auch in Deutschland hat die Inzidenz der Schilddriisenkarzinome im
Zeitraum von 1999 bis 2012 deutlich zugenommen (Abbildung 1). Im Jahr 2000 waren
in Deutschland noch ca. 1.200 Méanner und 2.800 Frauen neuerkrankt. Fiir 2016 ging
die Prognose des Robert-Koch-Instituts von 2.100 Neuerkrankungen bei den Ménnern
(5,2 pro 100.000) und 5.200 bei den Frauen (12,4 pro 100.000) aus. Diese Entwicklung
ist am Ehesten auf die verbesserten diagnostischen Moglichkeiten zuriickzufiihren. Die
Sterberate hat im selben Zeitraum sowohl fiir Méanner als auch fiir Frauen leicht

abgenommen. Sie ist mit 0,5 % bei beiden Geschlechtern relativ gering. Dies liegt darin
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begriindet, dass die Mehrzahl der Karzinome prognostisch giinstige differenzierte

Schilddriisenkarzinome sind und in einem sehr frithen Stadium entdeckt werden.
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Abbildung 1: Entwicklung der Inzidenz- und Sterberate von Schilddriisenkarzinomen in
Deutschland

Relative Erkrankungs- und Sterberaten von Miénnern und Frauen je 100.000 Einwohner
altersstandardisiert zum Europastandard aus den Jahren 2000 - 2012. Die Daten entstammen dem
Robert Koch Institut [3].

Die Schilddriisenkarzinome umfassen eine histologisch heterogene Gruppe. Die
Klassifikation der Schilddriisenkarzinome der WHO von 2004 erfolgte nach
histologischen Kriterien und Differenzierungsgrad und wurde 2010 durch K.W. Schmid
modifiziert (Tabelle 1) [4]. Die grobe Einteilung erfolgt demnach in Karzinome mit
Follikelepitheldifferenzierung und Karzinome mit C-Zell-Differenzierung. Die
Karzinome mit Follikelzelldifferenzierung werden nach dem Grad ihrer Differenzierung
abgestuft in differenzierte Karzinome (DTC), gering differenzierte Karzinome (PDTC)
und undifferenzierte (anaplastische) Karzinome (UTC). Innerhalb der differenzierten
Schilddriisenkarzinome werden anhand morphologischer Merkmale papilldre (PTC)
und follikuldre (FTC) Karzinome unterschieden. Ein geringer Anteil zeigt Merkmale
beider Formen und ldsst sich nicht eindeutig zuordnen. Diese werden als differenzierte
Schilddriisenkarzinome NOS (,,n0t otherwise specified“) bezeichnet. Das papillare
Schilddriisenkarzinom kann neben seiner hdufigsten konventionellen Form in

verschiedenen histologischen Varianten auftreten. Vertreter der Karzinome mit C-Zell-



1 Einleitung

Differenzierung ist vor allem das medulldre Schilddriisenkarzinom (MTC). Ein kleiner

Teil weist eine gemischte C-Zell-Follikelzell-Differenzierung auf.

Tabelle 1: Klassifikation der Schilddriisenkarzinome

Schilddriisenkarzinome

I. Karzinome mit A. Differenzierte 1. Papilléres a. Konventioneller
Follikelzelldifferenzierung Karzinome (DTC)  Karzinom (PTC) Typ

b. Varianten

2. Follikuléres a. Minimal-invasiv

Karzinom (FTC) b. Breit-invasiv

3. NOS (,,not otherwise specified®)

B. Gering differenzierte Karzinome (PDTC)

C. Undifferenziertes (anaplastisches) Karzinom (UTC)

II. Karzinome mit C-Zell- 1. Medulldres Karzinom (MTC) a. Sporadisch

Differenzierung b. hereditir

2. Gemischte C-Zell-Follikelzell-Differenzierung

III. Seltene primére Plattenepithelkarzinom; Muzinoses Karzinom;

Schilddriisenkarzinome Mukoepidermoides Karzinom; Mukoepidermoides Karzinom
mit Eosinophilie; Spindelzelltumor mit thymuséhnlicher
Differenzierung (SETTLE); Karzinom mit thymuséhnlicher
Differenzierung (CASTLE)

Mit tiber 90 % den groBiten Anteil machen die differenzierten Schilddriisenkarzinome
aus. 80 - 85 % sind hierbei der Gruppe der papilliren Schilddriisenkarzinome
zuzuordnen [5], wéhrend die follikuldren Schilddriisenkarzinome 10 - 15 % ausmachen
[6]. Medulldre Schilddriisenkarzinome werden in 5 - 10 % nachgewiesen. Gering
differenzierte und undifferenzierte Karzinome machen mit je unter 5 % einen geringen

Anteil aus [1].

Die Pathogenese der Schilddriisenkarzinome ist multifaktoriell und nicht vollstindig
geklart. Im letzten Jahrzehnt konnten jedoch neue Erkenntnisse iiber molekulare
Signalwege sowie deren genetische und epigenetische Verdnderung das Verstdndnis der
Entstehung von Schilddriisenkarzinomen verbessern [5]. Als gesicherter dtiologischer
Faktor gilt die Einwirkung ionisierender Strahlen. Vor allem nach Strahlenexposition

der Schilddriise im Kindesalter ist gehduft mit der Entwicklung eines PTC zu rechnen.
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Die Latenz zwischen Exposition und Tumorentstehung betrdgt bis zu 30 Jahre [7]. Auch
die Jodversorgung beeinflusst die Verteilung der verschiedenen Karzinom-Typen.
Studien belegen eine Verschiebung zugunsten von FTC und aggressiven UTC in

Jodmangelgebieten im Vergleich zu Gegenden mit ausreichender Jodversorgung [8].

Neben diesen exogenen Einflussfaktoren sind zuletzt auch zunehmend genetische
Faktoren im Zusammenhang mit der Entstehung von Schilddriisenkarzinomen
untersucht worden. Mittlerweile sind eine Reihe molekulargenetischer Verdnderungen
bekannt, welche in Zusammenhang mit der Entstehung von Schilddriisenkrebs gebracht
werden. Eine Punktmutation des Rezeptor-Tyrosinkinase (Ret)- Protoonkogens
beispielsweise fiithrt zu einer Rezeptor-Aktivierung, die liber komplexe Signalkaskaden
Wachstumsvorgénge initiiert und liegt in iiber 95 % der familidren und in tiber 40 % der

sporadischen MTC vor [9].

Demgegeniiber ist die genetische Genese der differenzierten Schilddriisenkarzinome
multifaktoriell und weniger genau bekannt. Verschiedene Mutationen, die vor allem den
desphosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) / Akt Signalweg und den mitogen-activated
protein kinase (MAPK) Signalweg betreffen und ebenfalls zu einer vermehrten
Expression von Rezeptor-Tyrosinkinasen fiithren, scheinen eine wichtige Rolle bei der
Karzinogenese einer Vielzahl der differenzierten und anaplastischen Tumore zu spielen
[5]. Die so hochregulierten Rezeptor-Tyrosinkinasen besitzen wichtige Funktionen in
den Bereichen Zellproliferation, Apoptose-Inhibition, Angiogenese sowie Migration,

Adhésion und Invasion und begiinstigen somit das Tumorwachstum.

Der klinische Verdacht auf ein Schilddriisenkarzinom beruht haufig auf der
palpatorischen oder sonografischen Entdeckung von Schilddriisenknoten oder
vergroflerten Halslymphknoten. Klinische Symptome fehlen haufig und sind meist erst
durch lokal-verdringendes Wachstum bedingt. So konnen neben palpablen Knoten
Schluckbeschwerden, Stridor, Heiserkeit, Horner-Syndrom oder eine Einflussstauung
auftreten. Wegweisend flir die Diagnose sind meist Sonografie und Szintigrafie der
Schilddriise.  Mittels Sonografie werden Ausdehnung wund  Struktur von
Raumforderungen beurteilt, aulerdem konnen extrathyreoidale Verdnderungen wie
vergroflerte Lymphknoten diagnostiziert werden. Durch die Szintigrafie koénnen
Schilddriisentumore funktionell anhand der Radionuklid-Anreicherung unterschieden
werden. Klassischerweise prasentieren sich Schilddriisenkarzinome als sonografisch

echoarme, szintgrafisch kalte Knoten. Eine Feinnadelaspirationszytologie (FNP) kann



1 Einleitung

ein Malignom bestétigen, es mit einer Sensitivitit von ca. 90 % jedoch nicht sicher
ausschlieBen. Aufgrund der Mdglichkeit falsch negativer Befunde in der FNP ist bei
fortbestehendem Malignomverdacht die operative Resektion mit nachfolgender
histologischer Untersuchung indiziert. Bei Nachweis eines Karzinoms sind weitere

Staginguntersuchungen zum Ausschluss von Metastasen zwingend erforderlich [10].

Die Therapie von Schilddriisenkarzinomen ist abhéingig von ihrer histologischen Entitit
und unterscheidet sich grundlegend. Wichtigste therapeutische MaBnahme ist
grundsétzlich die operative Resektion, wahrend weitere Therapieoptionen abhingig von
der Jod-Speicherfahigkeit der Tumore sind. Fiir Jod-speichernde differenzierte
Schilddriisenkarzinome empfiehlt die Leitlinie der Arbeitsgemeinschaft der
Wissenschaftlichen Medizinischen Fachgesellschaften (AWMF) zur operativen
Therapie maligner Schilddriisenerkrankungen vom November 2012 die radikale
Thyreodektomie mit anschlieBender ablativer Radiojodtherapie sowie TSH-suppressiver
Schilddriisenhormonsubstitution. ~ Dabei  wird  extrakapsuldr das  gesamte
Schilddriisengewebe reseziert. Bei dem Verdacht auf Lymphknotenmetastasen werden
ebenfalls die zervikozentralen sowie stadienabhingig auch die zervikolateralen
Lymphknoten  entfernt. Lediglich bei einem nicht-metastasierten, nicht-
organiiberschreitenden papilldren Mikrokarzinom < 1 cm sowie bei einem solitdren
minimal-invasiven  follikuldren =~ Karzinom ohne Angioinvasion kann eine
Hemithyreodektomie ausreichend sein. 2 - 3 Wochen postoperativ erfolgt bei den Jod-
speichernden differenzierten Karzinomen die ablative Radiojodtherapie mit
hochdosiertem '3'Jod in mehreren Fraktionen, bis szintigrafisch kein Jod-speicherndes
Gewebe mehr nachgewiesen werden kann. Im Anschluss daran wird durch lebenslange
hochdosierte Thyroxin-Substitution der TSH-Spiegel supprimiert, um dessen
stimulierenden Effekt auf eventuell noch vorhandenes Tumorgewebe und Metastasen zu
minimieren. Undifferenzierte, sowie medulldre Schilddriisenkarzinome nehmen nicht
am Jodstoffwechsel teil und sind daher nicht sensibel fiir die Radiojodtherapie. Hier
stehen die radikale Resektion, externe Bestrahlung sowie adjuvante Chemotherapien im

Fokus.

Die Prognose maligner Schilddriisentumore ist vor allem abhédngig von der
histologischen Entitit. Mit einer 5-Jahres-Uberlebensrate von 88 % bei Ménnern und 93
% bei Frauen ist sie insgesamt giinstig. Eine Ausnahme bilden die selteneren

medulldren Schilddriisenkarzinome mit 50 % Uberleben nach 10 Jahren sowie die
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prognostisch sehr ungilinstigen anaplastischen Schilddriisenkarzinome mit einem
mittleren Uberleben von etwa 6 Monaten. Withrend diese nur einen #uBerst geringen
Anteil der Schilddriisenkarzinome ausmachen, sind sie verantwortlich fiir einen
Grofteil der Schilddriisenkarzinom-assoziierten Mortalitdt. DTC weisen mit einem 10-
Jahres-Uberleben von iiber 90 % beim PTC und etwa 75 % beim FTC insgesamt eine
sehr gute Prognose auf. Diese ist neben dem Alter der Patienten bei Diagnose [11] vor
allem bestimmt durch die Speicherfihigkeit fiir Jod sowie das Vorliegen von

Fernmetastasen [12].

1.2 Das metastasierte Radiojod-refraktire follikulére

Schilddriisenkarzinom

Mit durchschnittlich 10 - 15 % aller Schilddriisenkarzinome ist das FTC das
zweithiufigste Malignom der Schilddriise. Bei einem Erkrankungsgipfel um das 50.
Lebensjahr erkranken die Patienten mit FTC spdter im Vergleich zu einem
durchschnittlichen Erkrankungsalter unter 40 Jahren beim PTC [10]. Die mit einem 10-
Jahres-Uberleben von 75 % insgesamt giinstige Prognose der FTC verschlechtert sich
signifikant durch das Auftreten von Fernmetastasen. Eine Fernmetastasierung reduziert
die 10-Jahres-Uberlebensrate auf nur noch 25 - 42 % [12]. Die Metastasierung erfolgt
beim FTC vor allem hdmatogen in Lunge (35 %) und Skelett (36 %) [13]. Die Therapie
der Wahl beim metastasierten differenzierten Schilddriisenkarzinom ist nach
Ausschopfung chirurgischer Moglichkeiten weiterhin die systemische Radiojodtherapie
mit anschlieBender TSH-suppressiver Schilddriisenhormon-Substitution [14]. Etwa
zwel Dirittel aller metastasierten differenzierten Schilddriisenkarzinome entwickeln im
Verlauf jedoch eine Resistenz gegeniiber der Behandlung mit '3'Jod. Diese Patienten
haben mit einer noch geringeren 10-Jahres-Uberlebensrate von 10 % eine
ausgesprochen schlechte Prognose. Wesentliches Problem ist, dass die Effektivitit der
aktuellen Moglichkeiten der Zweitlinientherapie weit hinter der Radiotherapie

zuriickbleibt [13].

Erkenntnisse liber an der Karzinogenese beteiligte molekulargenetische Verdanderungen
erweitern das Feld moglicher Zielstrukturen und ermoglichen derzeit die Entwicklung
neuer alternativer Therapieansitze auch fiir die fortgeschrittenen
Schilddriisenkrebserkrankungen. Speziell beim follikuldren Schilddriisenkarzinom

werden Mutationen des Ras-Gens (v.a. NRAS) in 40 - 50 % [15, 16], PAX8-PPARY-
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Translokationen in 30 - 35 % und PIK3CA-Mutationen in 10 - 30 % beobachtet [17].
Diese filhren zur Uberaktivierung des PI3K/Akt-Signalweges sowie des MAPK-
Signalweges. Die Folge ist eine hochregulierte Expression von Rezeptor-
Tyrosinkinasen (RTK). Dazu gehoren z.B. die VEGF (vascular endothelial growth
factor)-Rezeptoren (VEGFR), die in verschiedenen Tumoren iiberexprimiert werden
und insbesondere eine Rolle bei der Tumor-Angiogenese spielen und so das Tumor-
Wachstum fordern [18]. Auf der Hemmung dieser RTK beruht eine Reihe neuer
Substanzen zur zielgerichteten Therapie des metastasierten Radiojod-refraktdren
Schilddriisenkarzinoms, die Multikinase-Inhibitoren (MKI). In Europa zugelassen sind
Sorafenib (Nexavar, BAY 43-9006, EU-Zulassung 2014) und Lenvatinib (E7080, EU-
Zulassung 2015), nachdem fiir beide in Phase 3 Studien eine Verbesserung des
progressionsfreien Uberlebens gezeigt werden konnte [19-22]. Eine Vielzahl weiterer
Medikamente wie Pazopanib, Vandetanib, Cabozantinib und Axitinib sind bereits fiir
die Therapie anderer Malignome zugelassen und werden aktuell in Studien auf

Wirksamkeit und Vertriglichkeit beim Radiojod-refraktiren DTC getestet [23-26].

Als weiteres therapeutisches Ziel wird die Uberwindung der Resistenz gegeniiber der
Radiojod-Therapie angestrebt. Diese beruht auf einem Verlust der NIS (Natrium-lodid-
Symporter) vermittelten Speicherféhigkeit fiir Radiojod. Zum Verlust der Radiojod-
Speicherfahigkeit fiihrt eine Beeintridchtigung bzw. der Verlust der Expression von Jod-
verarbeitenden Genen wie NIS, TSH-Rezeptor (TSHR), Thyreoperoxidase (TPO) und
Thyreoglobulin (Tg) durch Aktivierung des MAPK-Signalwegs [27, 28]. Fiir den
MEK-1/2 Inhibitor Selumetinib konnte in ersten Studien eine signifikant verbesserte
Radiojod-Aufnahme in die Metastasen mit dadurch erreichten Teilremissionen nach

erneuter Radiojodtherapie nachgewiesen werden [29].

Insgesamt ist also aktuell eine positive Entwicklung der therapeutischen Optionen fiir
Patienten mit fortgeschrittenen follikuldren Schilddriisenkarzinomen, welche nicht auf
eine Radiojodtherapie ansprechen, zu verzeichnen. Es ist allerdings anzumerken, dass
Studien fiir alle MKI bisher lediglich eine Verlingerung des progressionsfreien
Uberlebens und Teilremissionen belegen konnten. Bisher konnte noch fiir kein
Medikament eine Komplettremission oder ein verldngertes Gesamtiiberleben
nachgewiesen werden [12]. Erwdhnt werden muss auch das teils betrdchtliche
Nebenwirkungsprofil, welches in den oben erwihnten Studien bei einigen Patienten

zum Abbruch der Therapie gefiihrt hat. Es ist also weiterhin von klinischem Interesse,
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mogliche alternative therapeutische Zielstrukturen zu untersuchen, um die Grundlage

fiir die Entwicklung neuer sicherer Medikamente zu schaffen.

1.3 Apoptose

Der programmierte Zelltod, auch Apoptose genannt beschreibt ein genetisch
vermitteltes kontrolliertes Absterben von eukaryotischen Zellen ohne immunologische
Begleitreaktion. Erstmals beschrieben wurde sie 1972 durch Kerr et al. [30]. Jede Zelle
besitzt einen solchen physiologischen Selbstzerstorungsmechanismus. Er kann durch
externe Einfliisse ausgelost werden (z.B. bei der Immunantwort) oder durch zellinterne
Signale initiiert werden (z.B. bei irreparablen DNA-Schiden). Physiologischerweise
erfiillt die Apoptose Aufgaben im Rahmen der Embryogenese, der Elimination
entarteter oder potentiell schidlicher Zellen, der Kontrolle der Zellzahl und damit der
GewebegroBe (Gewebehomoostase) sowie der Selektion genetisch intakter Keimzellen.
Diese zentrale Funktion im Zellstoffwechsel legt nahe, dass Storungen der Apoptose-
Signalwege auch in vielen pathologischen Entwicklungen eine Rolle spielen [31]. So
fiihrt eine Apoptosechemmung dazu, dass sich Zellen mit defekter DNA solchen
Regulationsmechanismen entziehen konnen. Die dadurch bedingte Steigerung der
zelluliren Uberlebensrate kann zur Entartung von Zellen oder zur Entstehung von
Autoimmunerkrankungen beitragen. Maligne entartete Zellen weisen zudem
Resistenzmechanismen gegeniiber Apoptose-Signalwegen auf und entziehen sich so
dem programmierten Zelltod. Dies fiihrt zum einen zu unkontrolliertem Wachstum der
entarteten Zellen mit entsprechendem Aufbruch der Gewebehomdostase, zum anderen
konnen die Zellen auch eine Resistenz gegeniiber Apoptose-induzierenden
Medikamenten wie Chemotherapeutika entwickeln. Entsprechend zentral ist die

Bedeutung der Apoptose in der Krebstherapie.

Morphologisch zeichnet sich die Apoptose vor allem durch eine Abrundung und
Zellschrumpfung aus. Dieser folgt das Herauslosen der apoptotischen Zelle aus dem
Zellverband und die Chromatin-Kondensation. AnschlieBend kommt es zum Verlust der
Kernmembran und zur Fragmentierung des Zellkerns, diese Fragmente werden als
Apoptosekorperchen abgeschniirt. Die Zellmembran bleibt dabei intakt. Sie bildet
kleine Blasen und exprimiert Phosphatidylserin an ihrer Oberfliche, wodurch die
apoptotische Zelle von Makrophagen oder Nachbarzellen erkannt und phagozytiert
werden kann [30, 32].
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Hiervon abzugrenzen ist die Nekrose. Bei diesem pathologischen Zelluntergang kommt
es durch externe schiddigende Einfliisse direkt zum Verlust der Integritit der
Zellmembran mit folgendem Zellschwellen und Zerplatzen sowie einer dadurch

ausgelosten umgebenden Entziindungsreaktion.

Verschiedene Einfliisse konnen iiber unterschiedliche Signalwege den programmierten
Zelltod initiieren. Direkte Zellschidigung durch Toxine, Strahlung, Hypoxie oder
Radikale sowie spezifische Signale durch Bindung spezieller Liganden oder die Abgabe
von Granzym B durch zytotoxische T-Zellen kdnnen die intrazelluldre Signalkaskade in

Gang setzen, welche zur Apoptose fiihrt.

1.4 Die Signalwege des programmieren Zelltodes

Zwei Hauptsignalwege konnen nach Aktivierung in eine gemeinsame Endstrecke mit
dem Ziel der Initiierung von Effektor-Caspasen miinden. Unterschieden werden der
extrinsische Rezeptor-vermittelte und der intrinsische mitochondriale Weg [33]. Der
intrinsische Weg wird initiiert durch verschiedene Arten zelluldren Stresses, wie DNA-
Schéden, ausgelost z.B. durch Chemotherapeutika oder Bestrahlung. Diese
Stresssignale fithren zur Offnung transmembranirer Poren in den Mitochondrien und
damit zu einer gesteigerten Membran-Permeabilitit fiir apoptotische Proteine wie
Cytochrom c¢ und second mitochondria-derived activator of caspases (Smac), welche
ins Zytosol freigesetzt werden. Uber die Bildung eines Komplexes von Cytochrom c
mit apoptotic protease activating factor 1 (apafl) wird die Procaspase-9 zu Caspase-9
und damit die nachfolgende Caspase-Kaskade aktiviert. Das ebenfalls freigesetzte Smac
hemmt gleichzeitig der Apoptose entgegenwirkende Proteine aus der [AP-Familie

(inhibitor of apoptosis proteins) [34, 35].

Der zweite Signalweg des programmierten Zelltodes ist der Todesrezeptor (DR = death
receptor) -vermittelte extrinsische Weg. Dabei 16sen Liganden der tumor necrosis
factor (TNF)-Familie durch Bindung an membranstéindige Rezeptoren aus der Familie
der TNF-Rezeptoren (TNFR) die zur Apoptose fiihrende Signalkaskade mit Caspasen-
Aktivierung aus [36]. Bislang wurden 19 zur TNF-Familie gehérende Liganden sowie
29 TNF-Rezeptoren identifiziert [37, 38]. Bei den Liganden der TNF-Familie handelt es
sich um Typ-2-transmembranére Proteine, die in Form von Homotrimeren vorliegen
und von welchen durch Proteinasen das aktive 10sliche, ebenfalls meist

homotrimerisierte Protein abgespalten wird [39]. Die Rezeptoren sind Typ-1-
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Transmembranproteine, gemeinsames Merkmal ist das Vorhandensein von
Cysteinreichen Domidnen (CRD) im extrazelluliren Bereich. 6 der 29 Rezeptoren
besitzen auflerdem eine 45 Aminosduren lange intrazelluldre Todesdoméne (DD = death
domain), welche fiir die Signaltransduktion des Apoptosesignals essenziell ist: DR1
(auch TNFR1), DR2 (auch Fas), DR3, DR4, DRS5 und DR6. Einige kommen in fast
allen Zelltypen des menschlichen Organismus vor, was ihre vielgestaltigen Funktionen

unterstreicht [40, 41].

Die beiden Signalwege sind nicht als streng voneinander getrennte Systeme zu
betrachten, vielmehr kommt es zwischen dem extrinsischen und dem intrinsischen

Signalweg an vielen Punkten zu Interaktionen und Regulationen [42, 43].

Neben der Apoptose wird seit einigen Jahren eine weitere Form des programmierten
Zelltodes diskutiert: die Nekroptose oder programmierte Nekrose. Dabei kommt es iiber
Todesrezeptoren vermittelt zur Induktion einer Signalkaskade, welche anstelle der
Caspasen-vermittelten Apoptose iiber andere Mediatoren einen Zelltod mit den

morphologischen Charakteristika der Nekrose auslost [44-46].

1.5 Das TRAIL-System und seine Rolle im programmierten Zelltod

Der TNF-related-apoptosis-inducing-ligand (TRAIL, Apo2L) wurde von Pitti et al.
[47] und Wiley et al. [48] aufgrund seiner Sequenz-Homologie zu FasL/ApolL und
TNF als Mitglied der TNF-Familie identifiziert. TRAIL bindet an fiinf verschiedene zur
TNFR-Familie gehorenden Rezeptoren: Die membrangebundenen Rezeptoren
DR4/TRAIL-R1 [49], DR5/TRAIL-R2 (KILLER, TRICK2) [40], DcR1/TRAIL-R3
[50] und DcR2/TRAIL-R4 [51, 52] sowie den in 16slicher Form vorliegenden Rezeptor
Osteoprotegerin  (OPG) [53]. Von DRS/TRAIL-R2 existieren 2 alternative
Spleiflvarianten, TRICK2A und TRICK2B, welche beide TRAIL binden und die
Signalkaskade initiieren konnen [54]. Die Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1 und
DRS/TRAIL-R2 losen nach TRAIL-Bindung eine intrazelluldre Signalkaskade mit dem
Endpunkt der Apoptose aus. Die Fanger-Rezeptoren (DcR = decoy Rezeptoren)
DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 sowie OPG binden TRAIL, ohne das
Apoptosesignal weiterzuleiten. Die herausragende Besonderheit der TRAIL-
vermittelten Apoptose ist die Tatsache, dass sie spezifisch in Tumorzellen, nicht aber in
normalen Zellen ausgelost werden kann [55]. Dieser Umstand macht das TRAIL-

System so interessant als mogliche therapeutische Zielstruktur in Karzinomen.
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In Northern Blot Analysen wurde TRAIL-mRNA nach der Entdeckung des TRAIL-
Systems in einer Vielzahl verschiedener humaner Gewebe wie Milz, Leber, Lunge,
Prostata, Gehirn und Hoden sowie in Tumorzelllinien nachgewiesen [47, 48]. Fiir die
Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DRS5/TRAIL-R2 wurde eine starke Expression
sowohl in Normalgewebe als auch in Tumorgewebe in vitro und in vivo postuliert [40,
49]. Die mRNA-Expression des antagonistischen Rezeptors DcR1/TRAIL-R3 schien
gering und auf wenige nicht-entartete Gewebe beschrdnkt zu sein [50, 56], wihrend
DcR2/TRAIL-R4 wiederum in zahlreichen humanen Geweben und Tumorzelllinien
nachgewiesen wurde [51]. In aktuellen Arbeiten wird eine weite Protein-Expression der
TRAIL-Rezeptoren in entarteten und nicht-entarteten Geweben mit teils sehr

unterschiedlichen Expressionsmustern in den verschiedenen Tumoren berichtet [57-60].

Das humane TRAIL-Protein besteht aus 281 Aminoséuren und gehdrt zu den Typ-2-
Transmembranproteinen mit einer kurzen intrazelluliren Doméne aus nur 17
Aminosduren. Die extrazelluldre Carboxy-terminale Doméne (Aminosduren 114-281)
bildet nach Spaltung durch Proteinasen das l0sliche TRAIL-Molekiil, welches als
Homotrimer an seine Rezeptoren bindet [61, 62]. Das TRAIL-Gen ist auf Chromosom 3
in der Position 3926 lokalisiert. Es existieren 3 Spleif3varianten von TRAIL, TRAIL-a, -
B und —y, welche sich in der Trunkierung ihrer extrazelluldiren Doméne und somit in
threm proapoptotischen Potential unterscheiden [63]. Die Gene aller Rezeptoren sind
auf Chromosom 8 in der Position 8p21 lokalisiert. Sie gehoren zu den Typ-1-
Transmembranproteinen und verfiigen iiber die fiir TNFR typischen cysteinreichen
Doménen im extrazelluldren Bereich [50, 51, 64]. Die hoch homologen Rezeptoren
DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-R2 weisen zusétzlich eine intrazellulire DD auf.
Durch Bindung des Liganden kommt es zur Rezeptor-Trimerisierung und iiber die
Rekrutierung von Fas-associated protein with death domain (FADD) durch die DD zur
Bildung des death-inducing signaling complex (DISC) [65]. Uber seine death effector
domain (DED) bindet FADD wiederum die DED der Pro-Caspasen 8 und 10 und spaltet
diese zu ihren aktiven Formen. Die Caspasen 8 und 10 werden in Form von
Homodimeren aus dem DISC entlassen. Caspase 8, welche zu den Initiator-Caspasen
gehort, aktiviert die Effektor-Caspase 3, welche iiber die Rekrutierung verschiedener
Substrate den Zelltod umsetzt. AuBBerdem setzen Caspase 8 und 10 iiber die Spaltung
von BH3 interacting-domain death agonist (Bid) mit konsekutiver Aktivierung von Bcl-

2 associated x-protein (BAX) und Bcl-2 antagonist killer 1 (BAK) den mitochondrialen

11



1 Einleitung

intrinsischen Apoptoseweg in Gang, welcher iiber die Initiator-Caspase 9 ebenfalls in

der Aktivierung der Effektor-Caspase 3 miindet [66] (Abbildung 2).
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Abbildung 2: TRAIL, TRAIL-Rezeptoren und der Apoptose-Signalweg.

TRAIL bindet an fiinf Rezeptoren, die Todesrezeptoren (DR = death receptor) DR4 und DRS,
die decoy-Rezeptoren DcR1 und DcR2 sowie den 16slichen Rezeptor Osteoprotegerin (OPG).
Uber Bindung an die trimerisierenden Todesrezeptoren DR4 und DRS induziert er die Apoptose-
Signalkaskade. Durch die Rekrutierung von Fas-associated protein with death domain (FADD)
kommt es zur Ausbildung des death-inducing signaling complex (DISC) mit konsekutiver
Aktivierung der Caspasen 8 und 10. Diese wiederum aktivieren die Effektorcaspase 3, welche
die Apoptose initiiert. Aulerdem konnen aktivierte Caspase 8 und 10 die Spaltung von BH3
interacting-domain death agonist (Bid) zu truncated Bid (tBid) katalysieren und somit den
mitochondrialen Apoptose-Signalweg aktivieren. Uber Freisetzung von Cytochrom ¢ gemeinsam
mit Apoptotic protease activating factor 1 (apafl) wird Caspase 9 aktiviert, welche dann
ebenfalls Caspase 3 aktiviert.

In Abwesenheit oder nach Inaktivierung von Caspasen kann TRAIL, ebenso wie FasL
und TNF-a, nach Bindung an die DR4/5 und Ausbildung des DISC einen weiteren zum
Zelltod fiihrenden Signalweg aktivieren, die programmierte Nekrose, auch Nekroptose

genannt [67]. Es wird angenommen, dass ein Komplex aus receptor interacting protein
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kinase (RIPK)-1 und RIPK-3 entsteht [44, 68, 69], das sogenannte Nekrosom, welches
die Pseudokinase mixed lineage kinase-like (MLKL) rekrutiert und durch
Phosphorylierung aktiviert [70, 71]. Dillon und Oberst et al. konnten dies durch
Auslosung einer TNF-induzierten Nekrose bei einem Funktionsverlust des FADD-
cFLIP-Caspase 8 Komplexes in Anwesenheit von RIPK3 bestitigen [72, 73]. Der
genaue Mechanismus, welcher letztendlich den Zelltod auslést ist noch nicht
abschlieBend geklart, doch Studien legen nahe, dass MLKL oligomerisiert und an die
Plasmamembran transloziert, wo es durch Aktivierung weiterer Substrate und

Membranpermeabilisierung die Umsetzung der Nekroptose induziert [70, 74-76].

Die decoy-Rezeptoren DcRI1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 sowie der ldsliche
Rezeptor Osteoprotegerin (OPG) binden ebenfalls TRAIL, 16sen intrazelluldr aber keine
zum Zelltod fiihrende Signalkaskade aus. Sie konkurrieren somit kompetitiv mit den

Todesrezeptoren um die Ligandenbindung.

1.6 Negative Regulation der TRAIL-vermittelten Apoptose: TRAIL

Resistenz

Trotz der vielversprechenden Eigenschaften des TRAIL-Signalweges als
therapeutisches Ziel vieler Krebserkrankungen sind die klinischen Ergebnisse bisher
eher enttduschend. /n vitro Studien haben gezeigt, dass viele Tumor-Zelllinien primér
resistent gegeniiber TRAIL sind oder im Verlauf resistent werden [77]. Die TRAIL-
vermittelte Apoptose kann auf vielen Ebenen der Signaltransduktion reguliert werden.
Eine Reihe von Proteinen ist in der Lage, hemmend einzugreifen und so die Apoptose
zu verhindern bzw. die Sensitivitit herabzusetzen. Diese Mechanismen konnen zur
Resistenzentwicklung von Tumorzellen gegeniiber dem TRAIL-induzierten Zelltod
beitragen. Sie konnten aber auch therapeutisch genutzt werden, um die Empfindlichkeit
von Tumorzellen fiir TRAIL zu steigern und so neue Behandlungsmoglichkeiten zu
schaffen. Im Folgenden wird ndher auf die Regulierung auf Rezeptorebene sowie durch

die Familie Apoptose-inhibitorischer Proteine eingegangen (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Resistenzmechanismen in der TRAIL-vermittelten Apoptose.

Neben der Induktion der Apoptose kann durch TRAIL-Bindung an die Todesrezeptoren (DR)
unter bestimmten Voraussetzungen auch eine Induktion iiberlebensfordernder Kinasen wie NF-
kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) vermittelt werden. Die
decoy-Rezeptoren DcR1 und DcR2 konnen auBerdem TRAIL abfangen und somit die
Todesrezeptor-vermittelte Apoptose verhindern. DcR2 kann dariiber hinaus die Translokation
des Transkriptionsfaktors NF-kB in den Zellkern induzieren. IAPs (Inhibitor-of-Apoptosis
Proteins) konnen die Caspasen 3 und 9 hemmen und somit die Umsetzung der Apoptose
verhindern. Das Protein cFLIP (cellular FLICE-Inhibitory Protein) verhindert die Ausbildung
des DISC und somit die Aktivierung der Caspasen 8 und 10. Die IAPs werden ihrerseits
gehemmt durch das aus den Mitochondrien freigesetzte Protein Smac/DIABLO (Second
mitochondria activator of caspases/ Direct IAP binding protein with low PI).

1.6.1 Todesrezeptoren

Die erste Moglichkeit von Tumorzellen zur Regulierung des TRAIL-Signals ist die
Expression der TRAIL-Rezeptoren an der Zelloberflache. Die Stirke der Expression der
Apoptose-induzierenden Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DRS/TRAIL-R2
korreliert mit der Sensitivitdt der Zelle fiir die TRAIL-vermittelte Apoptose. So konnte
eine Assoziation zwischen der Herunterregulation dieser Rezeptoren und steigender

Resistenz gegeniiber TRAIL gezeigt werden [41, 78, 79]. Dieser Zusammenhang wurde
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bestitigt durch Studien, welche eine Uberwindung der TRAIL-Resistenz bzw. eine
Sensitivierung fiir TRAIL durch Hochregulierung von DR4/TRAIL-R1 und
DRS5/TRAIL-R2 zeigen konnten [80-82].

Die Expression der DR-Gene kann auf Transkriptions-Ebene reguliert, sowie durch
Mutationen beeinflusst werden [83, 84]. Es wurden weiterhin gehduft verschiedene
Mutationen der Todesrezeptoren identifiziert, welche wahrscheinlich durch Verlust der
Féhigkeit zur Ligandenbindung bzw. zur DISC-Formierung teilweise mit erhohtem

Krebsrisiko assoziiert sind [85, 86].

Auch verschiedene post-transkriptionelle Prozesse beeinflussen die Protein-Expression
der Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-R2 und somit die Weiterleitung
des Apoptose-Signals durch TRAIL [79, 87, 88]. Neben der Bildung des DISC mit
daraus resultierender Apoptose-Induktion kann auflerdem ein alternativer Komplex
gebildet werden, welcher iiber die Aktivierung verschiedener Kinasen antiapoptotische
Signale initiiert, die Zelliiberleben und Proliferation fordern. Dazu gehdren
beispielsweise NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells)
[40, 82] und MAP-Kinasen wie c-Jun N-terminal Kinase (JNK) [89], p38 [90, 91] und
Extracellular-signal Regulated Kinase-1 und -2 (ERK1/2) [92]. Die Receptor
Interacting protein Kinase 1 (RIPK1) scheint in der Initiierung dieses Signalwegs eine
wichtige Rolle zu spielen, die genauen molekularen Mechanismen sind allerdings noch

nicht vollstindig geklart und aktuell Gegenstand der Forschung.

1.6.2 Decoy-Rezeptoren

Die Aktivierung der TRAIL-Rezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-R2, welche
die intrazelluldre Apoptose-Signalkaskade in Gang setzen wird unter anderem bestimmt
durch die zwei weiteren membrangebundenen Rezeptoren DcR1/TRAIL-R3 und
DcR2/TRAIL-R4 sowie den l6slichen Rezeptor OPG [51, 53, 56]. Die ,Fianger*-
Rezeptoren DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 weisen in ihrer extrazelluldren
cysteinreichen Doméne eine hohe Homologie mit den Rezeptoren DR4/TRAIL-R1 und
DRS/TRAIL-R2 auf und sind so in der Lage, TRAIL kompetitiv zu binden. Wahrend
DcR1/TRAIL-R3 keine intrazellulire Todesdoméne besitzt, verfiigt DcR2/TRAIL-R4
lediglich iiber eine trunkierte nicht-funktionelle zytosolische Doméne, die keine
Apoptose auslosen, aber den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren kann [51]. NF-kB

ist ein Transkriptionsfaktor, welcher nach seiner Aktivierung schnell in den Zellkern
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transloziert und dort unter anderem die Transkription antiapoptotischer und
iberlebensfordernder Proteine induziert [93, 94]. Somit wirken die beiden decoy-
Rezeptoren neutralisierend bzw. antagonistisch zu den signaltransduzierenden
Todesrezeptoren. Der fiinfte TRAIL-Rezeptor, Osteoprotegerin (OPG) ist ein TNFR-
Homolog, welcher in vivo den Liganden RANKL/TRANCE (Receptor Activator of NF-
kB Ligand/ TNF-related activation-induced cytokine) bindet und eine Hemmung der
Osteoklastogenese bewirkt [53]. TRAIL bindet ihn mit schwicherer Affinitit und kann
so die Osteoklasten-hemmende Wirkung von OPG blockieren. Es wird eine
antagonisierende Funktion in der Regulierung der apoptoseinduzierenden TRAIL-
Wirkung durch die Bindung des Liganden angenommen, welcher somit nicht mehr fiir
die Wirkung an den Rezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-R2 zur Verfligung
steht [95].

Tatsdchlich wird eine verstirkte Expression dieser drei ,Finger“-Rezeptoren in
Tumorgewebe verschiedener Malignome beobachtet. Sowohl fiir Prostata-Karzinome
[96] als auch fiir Mamma-Karzinome [57] konnte gezeigt werden, dass DcR2/TRAIL-
R4 in Tumorgewebe signifikant hoher exprimiert wird, was insgesamt mit einer
schlechteren Prognose korreliert. Lalaoui ef al. zeigten gesteigerte Zellproliferation und
Tumorwachstum durch DcR2/TRAIL-R4 Expression, vermittelt durch Aktivierung des
PI3K/Akt-Signalweges [97]. In malignen Zellen der akut myeloischen Leukdmie
konnten dhnliche Ergebnisse fiir DcRI/TRAIL-R3 erzielt werden [98]. In
tiberexprimierten Modellen konnte gezeigt werden, dass DcRI/TRAIL-R3 und
DcR2/TRAIL-R4 in der Lage sind, zum Beispiel {iber Kooperation mit cFLIP TRAIL-
induzierte Apoptose zu inhibieren [99, 100].

1.6.3 Die Apoptose-inhibitorischen Proteine

Eine wichtige Rolle in der Regulation des TRAIL-Signals spielt eine Reihe von
Proteinen mit hoher Homologie, welche die Signalkaskade vor allem iiber Bindung und
Inaktivierung von Caspasen hemmen konnen, die sogenannte [nhibitor-of-Apoptosis
Protein (IAP) Familie [101]. Die IAPs sind charakterisiert durch den Besitz von bis zu
drei der 70-80 Aminoséduren langen baculoviral IAP repeat (BIR) Domidnen. Auflerdem
weisen die meisten von ihnen eine RING (really interesting new gene)
Zinkfingerdomdne am carboxyterminalen Ende oder eine andere Domine fiir die

Interaktion mit Proteinen auf [102].
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Aktuell sind insgesamt acht IAPs identifiziert (Abbildung 4). Zu den am besten
untersuchten Mitgliedern der IAP-Familie gehdren die Proteine X-linked Inhibitor of
Apoptisis (XIAP/ MIHA/ hILP/ BIRC4/ ILP-1), cellular IAP-1 (c1AP1/ hIAP2/ MIHB/
BIRC2), cellular IAP-2 (clIAP2/ hIAP1/ MIHC/ API2/ BIRC3) und Survivin (TIAP/
BIRCS) [103-106]. Die weiteren Mitglieder sind Neuronal Apoptosis Inhibitory Protein
(NAIP) [107], Testis-specific IAP (TsIAP/ hILP2/ BIRC8/ ILP-2) [108], BIR-containing
ubiquitin conjugating enzyme (BRUCE/ Apollon/ BIRC6) [109] und Livin (KIAP/ ML-
IAP/ BIRC7) [110].

clAP1 — BIR1 . BIR1 _— BIR1 — CARD —— RING
clAP2 — BIR1 _— BIR1 _ BIR1 —— CARD —— RING
XIAP — BIR1 S BIR1 S——— BIRL S RING
Survivin —  BR
Livin — BRE — RING
TslAP — BRI — . RING
BRUCE — &m
NAIP — BIR1 _—— BIR1 _ BIR1

Abbildung 4: Struktur der Inhibitor-of-Apoptosis Proteins.

clAP1: cellular IAP-1; clAP2: cellular IAP-2; XIAP: X-linked Inhibitor of Apoptisis; TsIAP:
Testis-specific IAP; BRUCE: BIR-containing ubiquitin conjugating enzyme, NAIP: Neuronal
Apoptosis Inhibitory Protein; BIR: Boacluviral IAP repeat;, CARD: Caspase activation and
recruitment domain; RING: Really interesting new gene.

XIAP, cIAP1 und cIAP2 sind strukturell und funktionell eng verwandt. Sie werden in
einem Grofiteil aller humanen Gewebe exprimiert, zeigen jedoch in vielen
Karzinomzelllinien eine erhohte Expression [111, 112]. Sie verhindern die
proteolytische Spaltung und somit die Aktivierung der Effektor-Caspasen 3 und 7.
Aullerdem verhindern sie die Aktivierung der Pro-Caspase 9 durch Cytochrom c [101,
113, 114]. Die Wirkmechanismen der Caspasenhemmung sind dabei grundsitzlich
unterschiedlich. XIAP bindet und inaktiviert die Caspasen 3 und 7 direkt.

Demgegeniiber konnen cIAP1 und -2 die Caspasen zwar direkt binden, die hemmende
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Wirkung erfolgt aber indirekt liber eine Degradierung durch ihre E3-Ubiquitin-Ligase
Aktivitdt [115-117]. Es gibt Hinweise, dass den BIR-Doménen unterschiedliche Rollen
in der Regulation der Caspasen zukommen. Die Bindung der Caspase 3 durch XIAP
scheint ausschlieBlich iiber die Linker Region zwischen BIR1 und BIR2 vermittelt zu
sein, wihrend zur Hemmung von Caspase 7 ebenfalls die BIR2 Domédne bendtigt wird
[118]. Die Bindung und Inaktivierung der Caspase 9 funktioniert liber eine BIR3-
vermittelte Bildung von Heterodimeren, welche die Bildung von Caspase 9

Homodimeren und damit die Aktivierung der Caspase 9 verhindert [119, 120].

Survivin ist ein strukturell einzigartiges IAP, es enthélt nur eine einzige BIR-Doméne
und besitzt statt einer RING-Zinkfingerdomédne nur eine a-Helix am carboxyterminalen
Ende [106]. Es findet sich fast ausschlieBlich in entarteten Zellen, vor allem in
hohergradigen Malignomen. Survivin wird streng Zellzyklus-abhéngig in der G2/M-
Phase exprimiert und eine Hemmung bewirkt starke mitochondriale Defekte bis zum
Zelltod. Dies legt eine unverzichtbare Funktion im Rahmen der Zellteilung und
Apoptose-Inhibition in Tumorzellen nahe [121, 122]. Die Verbindung zwischen
Survivin und TRAIL-vermittelter Apoptose wird durch eine Vielzahl von Publikationen
bestitigt, welche eine Korrelation zwischen starker Survivin-Expression und TRAIL-
Resistenz zeigen [123-126]. Auch fiir cIAP1 und XIAP ist eine Korrelation hoher
Expression mit schlechter Prognose sowie Chemotherapie-Resistenz nachgewiesen

[112, 127-130].

Ihrerseits inhibiert werden die Mitglieder der IAP-Familie zum Beispiel durch direkte
Bindung durch Smac/DIABLO (Second mitochondrial activator of caspases/ Direct
IAP Binding protein with Low PI), einem 25 kDa groBen Protein, welches die IAP-
vermittelte ~ Caspasen-Inaktivierung verhindern kann. Bei Aktivierung des
mitochondrialen Signalweges durch verschiedene Reize wird Smac in den
Mitochondrien proteolytisch gespalten und zusammen mit Cytochrom c freigesetzt
[131]. Smac bildet daraufhin Homodimere, um an die IAPs zu binden (Abbildung 3).
Wihrend XIAP durch direkte Bindung durch Smac inhibiert wird, scheint ein
Schliisselmechanismus in der Regulation der cIAPs die Forderung ihrer E3-Ubiquitin-
Ligase Aktivitit zur Auto-Ubiquitinierung und Proteindegradation zu sein [117, 132,

133].

Als weitere Resistenz-fordernde Strukturen sind das cellular FLICE (FADD-like IL-15-
converting enzyme- Inhibitory Protein (cFLIP) sowie die Mitglieder der Bcl-2 Familie
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zu erwahnen. cFLIP enthdlt zwei DED am N-Terminus. Es kann damit an das
Adaptermolekiill FADD binden und dariiber nicht funktionsfahige Heterodimere mit
Caspase 8 bilden. So verhindert es die Ausbildung von Caspase 8 Homodimeren am
DISC und dadurch deren Aktivierung mit konsekutiver Weiterleitung des
Apoptosesignals. Damit hemmt cFLIP direkt die TRAIL-induzierte Apoptose [134,
135]. AuBerdem werden ihm Funktionen in Zellzyklus-Regulierung und NF-kB-
Aktivierung zugeschrieben [136]. Die Proteine der Bcl-2 Familie wirken
antiapoptotisch ~ liber  eine  negative = Regulierung der  mitochondrialen
Membranpermeabilisierung und entsprechender Hemmung der Cytochrom c

Freisetzung und der intrinsischen Apoptose [137, 138].

1.7 Therapeutische Regulation der IAPs durch Smac-Mimetika

Die Regulation der Apoptose ist das zentrale Thema der Krebsforschung. Die
Uberexprimierung von IAPs in einer Reihe von Malignomen unterstreicht ihre
herausragende Stellung in diesem Forschungsgebiet. Durch ihre negativ regulatorischen
Eigenschaften auf die TRAIL-vermittelte Apoptose bieten sie ein attraktives
therapeutisches Ziel zur Steigerung der Empfindlichkeit von Tumorzellen gegeniiber
dem apoptotischen Zelltod. Sie konnten somit zur Entwicklung neuer TRAIL-basierter
Behandlungsmaoglichkeiten bzw. zur Dosisreduktion und somit Pravention schédlicher
Nebeneffekte als Add-on in Kombination mit anderen Chemotherapeutika therapeutisch
genutzt werden. Aktuell stehen verschiedene Substanzen zur Inhibierung der IAPs zur
Verfiigung. Die bedeutsamste Gruppe sind die sogenannten Smac-Mimetika. Hierbei
handelt es sich um chemische Compounds, welche die endogene Smac-Wirkung
imitieren. Vertreter sind zum Beispiel GDC-0152 und Birinapant. Als Einzelsubstanzen
scheinen diese Pridparate auf eine auto- oder parakrine Sekretion von Todesrezeptor-
Liganden angewiesen zu sein, um Apoptose zu induzieren, wie Petersen et al. am
Beispiel von Bronchialkarzinom-Zelllinien zeigte [139]. Verschiedene préklinische
Studien geben Hinweise auf eine bedeutsame sensitivierende Wirkung von Smac-
Mimetika fiir TRAIL-vermittelte Apoptose in zuvor resistenten Zellen [140-142].
Daraus resultierend stellen Smac-Mimetika vor allem in der Kombination mit TRAIL
einen sehr vielversprechenden neuen Ansatz in der Therapie fortgeschrittener
Malignome wie dem  metastasierten  Radiojod-refraktiren follikuléren

Schilddriisenkarzinom dar.
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1.8 Das TRAIL-System als therapeutisches Ziel in humanen Karzinomen

Die Erkenntnisse iiber die selektive Induktion von Apoptose in Tumorzellen in vitro
und in vivo riickten den TRAIL-Signalweg nach seiner Entdeckung in den Fokus vieler
praklinischer Studien [143]. Tatsdchlich konnte nach Behandlung mit rekombinantem
TRAIL im Tiermodell ein apoptotisches Tumorzell-Sterben sowie unterdriicktes
Tumorwachstum und verbessertes Uberleben bei guter Vertriiglichkeit in verschiedenen
Tumoren beobachtet werden [143-150]. Seitdem wurden verschiedene TRAIL-
Rezeptor-Agonisten (TRA) entwickelt und in ersten klinischen Studien getestet. Dabei
stehen aktuell zwei Gruppen von TRA zur Verfiigung. Rekombinante TRAIL-Formen
und agonistische Antikorper fiir DR4/TRAIL-R1 oder DRS5/TRAIL-R2. Rekombinantes
TRAIL hat die Eigenschaft, beide Todesrezeptoren gleichzeitig anzusteuern, was
eventuell ein stirkeres Apoptose-Signal auslost als die spezifische Bindung an nur einen
Rezeptor. Gleichzeitig kann es jedoch auch von den ,,Fénger“-Rezeptoren gebunden
werden, was wiederum eine Abschwichung des Signals bedeuten konnte. Zu beachten
ist auch die unterschiedliche Bedeutung der Todesrezeptor-Typen in verschiedenen
Tumoren. In einigen Zelllinien ist iiberwiegend DR4/TRAIL-R1 fiir die Apoptose-
Induktion verantwortlich, wéhrend in anderen Zelllinien der programmierte Zelltod iiber
DRS/TRAIL-R2 ausgelost wird [151-153]. Anfénglichem Enthusiasmus {iber die
Entdeckung von TRAIL folgte die Feststellung, dass viele Tumorzellen primir nicht
sensibel fiir die Behandlung mit TRAIL sind. Diese Resistenzen konnen in dem
Expressionsmuster verschiedener pro- und antiapoptotischer Proteine begriindet sein.
Ein Ansatz zur Uberwindung dieser Resistenzen ist die Kombination von TRAIL mit
konventionellen Chemotherapeutika. Die einzige humane rekombinante Form von
Apo2L/TRAIL (rhApo2L/TRAIL), welche klinisch erprobt wird ist Dulanermin. In
Phase 1 Studien zeigte Dulanermin eine gute Vertrdglichkeit und keine relevanten
Nebenwirkungen sowie Hinweise auf eine gute antitumorale Wirkung bei Patienten mit
fortgeschrittenen Karzinomen, wie z.B. nicht-kleinzelligem Lungenkarzinomen
(NSCLC; non-small-cell-lung-cancer), kolorektalen Karzinomen (CRC; colorectal
carcinoma) und Non-Hodgkin-Lymphomen (NHL) [154-157]. Randomisiert
kontrollierte klinische Studien wurden bisher lediglich zum Vergleich der Wirksamkeit
von Chemotherapie + Dulanermin zu Chemotherapie alleine beim NSCLC sowie von
Rituximab + Dulanermin zu Rituximab alleine beim NHL durchgefiihrt [158, 159].

Trotz der vielversprechenden préklinischen Ergebnisse konnte bisher keine dieser
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Studien signifikant verbesserte Ergebnisse der Kombinationstherapie gegeniiber der

konventionellen Chemotherapie zeigen.

Mapatumumab ist ein humaner monoklonaler Antikdrper gegen DR4/TRAIL-RI.
Gegen DRS/TRAIL-R2 gerichtete monoklonale Antikdrper sind Conatumumab,
Lexatumumab, Tigatuzumab, Drozitumab sowie LBY-135. Randomisiert kontrollierte
Studien gibt es bisher zu Mapatumumab zur Behandlung des CRC [160] und NSCLC
[161], fir Conatumumab bei Weichteilsarkomen [162], Pankreaskarzinomen [163],
NSCLC [164] und CRC [165, 166] sowie fiir Tigatuzumab bei NSCLC [167],
Pankreaskarzinom [168], Mammakarzinom [169] und hepatozellulirem Karzinom
(HCC) [170]. In diesen Studien wurde die alleinige Behandlung mit konventionellen
Chemotherapeutika bzw. dem Proteasom-Inhibitor Bortezomib verglichen mit deren
Kombination mit dem TRAIL-Rezeptor-Antikdrper. Auch hier konnte trotz positiver

Trends bisher kein signifikanter positiver Effekt beobachtet werden.

21



1 Einleitung

1.9 Ziele der Arbeit

Das metastasierte Radiojod-refraktére differenzierte Schilddriisenkarzinom ist aufgrund
eingeschrinkter therapeutischer Optionen mit einer sehr ungilinstigen Prognose
verbunden. Bisher gibt es kaum alternative medikamentdse Therapieansétze, wenn die
etablierten Methoden der Chirurgie und adjuvanten Radiojodtherapie ausgeschopft sind.
TRAIL erlangte aufgrund seiner Eigenschaft als selektiver Apoptose-Induktor in
Tumorzellen in den letzten Jahrzehnten beachtliche Aufmerksamkeit. Durchschlagende
Erfolge scheiterten bisher an der Resistenzentwicklung zahlreicher Tumorzellen
gegeniiber dem TRAIL-Signal. Die Identifizierung der fiir diese Resistenzen
verantwortlichen Strukturen und deren gezielte Ausschaltung konnte langfristig das
Spektrum der Therapieoptionen unter anderem filir das fortgeschrittene differenzierte
Schilddriisenkarzinom erweitern. Zur Evaluierung des TRAIL-Systems als mogliches
therapeutisches Ziel in follikuldren Schilddriisenkarzinomen wurden daher folgende

Ziele fur diese Arbeit definiert:

1. Die Untersuchung der Expression von TRAIL und seinen Rezeptoren im FTC
und die Korrelation mit klinisch-pathologischen Daten sowie dem Uberleben

2. Die Bestimmung der Sensitivitdit der FTC Zelllinie gegeniiber TRAIL-
induzierter Apoptose

3. Sequenzierung der Todesrezeptoren in der FTC Zelllinie zur Identifizierung
moglicher TRAIL-Resistenz fordernder Mutationen

4. Evaluation der IAPs als potenzielle Zielstrukturen zur Uberwindung einer

bestehenden TRAIL-Resistenz

Hierzu wurden TRAIL und seine Rezeptoren in Gewebeproben von Patienten mit FTC
sowie dem jeweils korrespondierendem nicht-neoplastischen Schilddriisengewebe
immunhistochemisch untersucht. Der immunreaktive-Score wurde anschlieBend mit
klinischen Parametern, Gesamt- und rezidivfreiem-Uberleben korreliert. In MTS-
Assays und FACS-Analysen wurden Viabilitdt und Apoptoseraten nach Behandlung mit
rekombinantem TRAIL quantifiziert. Durch Kombination von TRAIL mit Smac-
Mimetika wurde ein sensitivierender Effekt fiir die TRAIL-induzierte Apoptose in FTC
Zellen untersucht. Der Effekt von IAP-Inhibitoren sowie ihrer Kombination mit TRAIL
wurde mittels Western Blot, MTS-Assay und FACS-Analyse bestimmt.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Laborgerite

Gerit

2023 MinicoldLab

Analog Vortex Mixer

BD FACSCanto

Bio Photometer

Blotting Kammer + Zubehor
C1000 Thermal Cycler
Chromo 4 Thermal Cycler
Comfort

Criterion Blotter

Cryotherm
Elektrophoresekammer
Forma -86°C ULT Freezer
Forma 405

Galaxy Mini Zentrifuge
GENEMate
Heizplatte/Schiittler RCT Basic IKAMAG
Hera Cell Inkubator
Heraeus Fresco 17 Centrifuge
Infinite M200

KS 250 Schiittler
Mikrowelle
Mini-PROTEAN TetraCell
neoBlock I1

Neubauer Zihlkammer
Power Pac 300

Premium no frost -20
Quick-Pak Microcentrifuge
RM 5 Rollenmischer

Sparkfree Laboratory Freezer

Hersteller

LKB Bromma
VWR
BD Biosciences

Eppendorf

Bio Rad
Bio Rad
Liebherr
Bio Rad
Biosafe MD

Thermo Electron Corporation
Thermo Electron Corporation
VWR

Star Lab

IKA

Heraeus

Thermo Scientific

Tecan

Sigma Aldrich

Bio Rad
neoLab
Brand
Bio Rad
Liebherr
Labnet
Assistent

Thermo Electron Corporation
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Sterilbank Herasafe KS Heraeus

SU1400 Rollenmischer Sunlab

Thermostatic Waterbath-WBS Fried Electric

Universal 30 RF Zentrifuge Hettich

Versa Doc MP 4000 Bio Rad

Wasserbad WNB 14 memmert

Wilovert A Mikroskop Hund WETZLAR
2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Verbrauchsmaterial Hersteller

15 ml und 50 ml Tubes

25 cm?® und 75 cm3 Zellkulturflaschen
6- und 96-well Platten
Eppendorf Tubes

FACS Rohrchen

Liquid Blocker Super Pap Pen
MinElute Spin Columns
Objekttrager und Deckglaser
Pasteur Pipetten
Pipettenspitzen 1 — 1000 pl
Stripetten 2 - 25 ml

Falcon, corning science
Greiner Bio-one
Corning inc.
Eppendorf

BD Falcon

MBT Brand

Qiagen

Engelbrecht

Brand

Star Lab

Corning inc.
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2.1.3 Chemikalien

Chemikalie
Acryamide 30 %

Agarose

Ammoniumpersulfat

Antibody diluent

Birinapant

Bovine Serum Albumin Fraction (BSA)

Cell Titer 96 Aqueous One Solution Reagenz
Clarity Western ECL substrate, luminol/enhancer solution
Clarity Western ECL substrate, Peroxide solution
cOmplete EDTA-free Protease Inhibitor
Corbit-Balsam

Dimethyl Sulphoxide (DMSO) HYBRI-MAX
Distilled Water DNase/ RNase free

DMSO

DPBS (1x)

Dream Taq Green Master Mix

Ethanol absolute

FCS

Filterpapier

GDC-0152

Gelred

Glycin

Killer TRAIL Storage and Dilution Buffer
KillerTRAIL ALX-201-115

Laemmli Puffer 6x

Loading Dye solution 6x

Mayer’s hemalum solution

Milchpulver

Nitrocellulose Membran

Oligo (dT) Primer

PCR Nucleotide Mix

Penicillin/Streptomycin

Hersteller

Bio Rad

Sigma Life Science
Sigma

Zytomed Systems
Selleckchem
Sigma

Promega

Bio Rad

Bio Rad

Roche

[.Hecht

Sigma Life Science
Gibco

Gibco

Gibco

Thermo Scientific

VWR Chemicals

Selleckchem
Biotinum, VWR
Merck

Enzo Life Sciences
Enzo Life Sciences
Bio Rad
Fermentas

Merck

Nestlé

Thermo Scientific
invitrogen

Roche

Biochrom GmbH
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Ponceau S

Precision Plus Protein Western C Standard

Precision Protein Streptactin HRP Konjugat

Protector RNAse Inhibitor

Protein Assay Dye reagent concentrate

Puromycin
qPCR human reference total RNA
RIPA-Puffer

Sigma
Bio Rad
Bio Rad
Roche
Bio Rad
Invivogen
Agilent

Sigma Life Science

RPMI 1640 GlutaMAX Gibco

SDS Sigma Aldrich

TEMED Sigma Aldrich

Transcriptor Reverse Transcriptase Roche

Transcriptor RT Reaction Buffer Roche

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat Sigma

Tris-Borate-EDTA buffer Sigma

Trypanblau 0,4 % Gibco

Trypsin-EDTA (1x) 0,25 % Gibco

Tween 20 Sigma Life Science

Wasserstoffperoxid 30 % Merck

Xylol VWR Chemicals
2.1.4 Molekularbiologische Kits

Bezeichnung Hersteller

DAB Substrat Kit High Contrast

FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit

MinElute PCR Purification Kits

Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG

Kit

QIAamp® DNA Midi Kit
RNeasy Mini Kit
ZytoChem-Plus HRP Kit

Zytomed Systems
Invitrogen
Qiagen

Invitrogen

Qiagen
Qiagen
Zytomed Systems
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2.1.5 Puffer und Losungen

Losung Zusammensetzung

Retrieval Solution 10 mM Na-Citrat-Puffer
3 mg Tri-Natriumcitrat-Dihydrat
ad 1000 ml Aqua dest.

10x SDS Laufpuffer 250 mM Tris
1,9 M Glycin
10 g SDS
ad 1000 ml Aqua dest.

10x Tansferpuffer 192 M Glycin
25 mM Tris
ad 1800 ml Aqua dest.

10x TBS Waschpuffer 1,5 M NaCl
100 mM Tris
ad 1000 ml Aqua dest.
pH 7,5

1,5 M Tris pH 8,8 181,65 g Tris

ad 1000 ml Aqua dest.

1 M Tris pH 6,8 60,55 g Tris
ad 500 ml Aqua dest.
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2.1.6 Oligonukleotide

Tabelle 2: Primersequenzen fiir die Real Time PCR

Primerbezeichnung Richtung

DCR 1

DCR 2 alpha

DCR 2 beta

DR 4

Trick 2a

Trick 2b

TRAIL alpha

TRAIL beta

TRAIL gamma

GAPDH

left
right
left
right
left
right
left
right
left
right
left
right
forward
revers

forward
revers
forward

revers

forward
revers

Sequenz (5’ > 3’)
CCCTAAAGTTCGTCGTCGTC
TGGTGGCAGAGTAAGCTAGGA

GCCTCAAGGAGGAGGAGTG
TCTGTGCACGGGTTACAGG
ATAAAAGTTCCTGTACCACGACC
TTGCACTTGATGTCACTCCG
GGGTCCACAAGACCTTCAAGT
TGCAGCTGAGCTAGGTACGA
CACAAAGAATCAGGCATCATCAT
TGTGAGCTTCTGTCCACACG
AAAGCACAGTGGGGAAGCC
CGTTGTGAGCTTCTGTCCAC
GTCAGCTCGTTAGAAAGATGAT
GTCCAGGAATGAATGCCCAC
ATGGCTATGATGGAGGTCCA
GCTTTTCTTTCTAACGAGCTGA
ATGGCTATGATGGAGGTCCA
GCTTTTCTGCTTCAGCTCGT

ACGGATTTGGTCGTATTGGGCG
CTCCTGGAAGATGGTGATGG
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Tabelle 3: Primersequenzen fiir die DNA-Sequenzierung

Primerbezeichnung Richtung

DR 5 Exon 1

DR 5 Exon 2

DR 5 Exon 3

DR 5 Exon 4

DR S Exon 5

DR 5 Exon 10

DR 4 Exon 1

DR 4 Exon 2

DR 4 Exon 3

DR 4 Exon 4

DR 4 Exon 5

DR 4 Exon 10

Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers
Forward
Revers

Forward
Revers

Sequenz (5’ > 3’)
GCAATCTCTGCGCCCACAAAA
TCTCTCCCTGCCCTCTCCA

CACTAAAGGATGTTTGAGAGG
ACAGACTGGAAGCTCATGGA
ACTGCCAGCTTCTGGGAA
TCACCCCGCATTCCACCTTT
CTGAGTTGAGCTGAGTAGCA
CTTGGGTCTTTTGGGGTTCCAT
AGCACAGGGACCCACTGCTGA
AGCACCTACCTGAGCAGATG
TGGCTTTCTCCACCAGCTCTGAG
GGAGTCCAGTTGGGCTTTTTCCA
CACGCTGCTTCTTGGATTGA
GCGCTTTTCCCCAGGCAG
GGTGAGATCTGGAAGCCACT
AGGGTAAGGAAAAGAGAGGTGT
ATCCTCTGGGAACTCTGTGG
TACCACTCCCACCTCACTGC
AAGGTCAAGGGACACGTCAGG
GCTTCTGTGGTTTCTTTGAGG
AGACAGGAGTCTCGGGCTGCT
ATCCCACCTGGCCAGCTTTCCA

TCTGCCCCTTCTGAACTGAG
CATGAGCCACTACACCTGG
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2.1.7 Antikorper

Tabelle 4: Priméirantikorper

Bezeichnung Hersteller
Acetyl-o.-Tubulin XP Rabbit mAb Cell signaling
Anti- TRAIL-R2 (human), clone TR2.21 Adipogen
Anti-DcR2 antibody Abcam
Anti-TRAIL-R1 (human), clone TR1.02 Adipogen
Anti-TRAIL-R3 (human), clone TR3.06 Adipogen

cIAP1 antibody Novus Biologicals
cIAP2 antibody Novus Biologicals
Mouse monoclonal to GAPDH abcam

PARP antibody Cell Signaling
Survivin antibody Novus Biologicals
TRAIL antibody Novus Biologicals
XIAP Antikorper, Clone 28 BD Biosciences

Tabelle S: Sekundérantikorper

Bezeichnung Hersteller
Anti-rabbit IgG HRP-linked antibody Cell Signaling
Anti-mouse IgG peroxidase Conjugat Sigma

Tabelle 6: Antikorper zur Isotyp-Kontrolle

Bezeichnung Hersteller

APC Mouse IgG1 « Isotype MOPC21 Biolegend

Negative Control Rabbit Imnmunoglobulin Fraction Dako

2.1.8 Software

Zur Datenerhebung wurden die Programme Quantity One Basic Version 4.6, BD
FACSDiva Version 8.01 sowie icontrol Version 1.9 verwendet. Die statistische
Auswertung und graphische Darstellung erfolgte mithilfe der Software GraphPad Prism
Version 5.0a (GraphPad, San Diego, CA, USA) und Statistical Software R Version
3.1.0 (R Development Core Team, 2014).
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2.1.9 Zelllinie

Als Zelllinie zur Untersuchung des TRAIL-Signalweges im follikuldren
Schilddriisenkarzinom wurde die TT2609-C02 Zelllinie vom DSMZ bezogen (ACC-
510) [171]. Sie entstammt dem follikuldren Schilddriisenkarzinom eines 57-jdhrigen
ménnlichen Kaukasiers mit Fernmetastasierung und im Verlauf entstandener Radiojod-
Resistenz. Es handelt sich um eine als Monolayer wachsende, adhédrente Linie, welche
sich aus irreguldr wachsenden, kleinen Zellen zusammensetzt. Histopathologisch
handelte es sich bei dem Prdparat um ein vornehmlich gut differenziertes follikuldres
Schilddriisenkarzinom, mit einzelnen verstreuten Arealen schlechter Differenzierung.
Die Identitit der Zelllinie wurde mittels Short-Tandem-Repeats (STR)-Analyse

verifiziert.

2.1.10 Gewebeproben

Fir die Herstellung der Tissue Micro Arrays (TMA) fiir immunhistochemische
Féarbungen wurden Formalin-fixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeblocke von 44
Patienten mit follikuldrem Schilddriisenkarzinom vom Institut fiir Pathologie des
Universititsklinikums Diisseldorf bereitgestellt. Alle Patienten mit histologisch
gesichertem FTC, welche sich zwischen 1992 und 2014 in der Klinik fiir Allgemein-
Viszeral- und Kinderchirurgie, Universitétsklinik Diisseldorf einer kurativen Operation
unterzogen wurden retrospektiv gepriift. Unsere Ausschlusskriterien beinhalteten
ungeniigende pathologische Befunde, fehlende klinische Daten, inkomplette Resektion
der Tumorprobe und ungeniigendes Tumormaterial fiir die anschlieBende Analyse.
Daten beziiglich Gesamtiiberleben sowie klinische Parameter wie Alter bei
Erstdiagnose, Geschlecht, Zeitpunkt und Art der Operation, betroffener
Schilddriisenlappen und TNM-Stadium wurden aus unserer prospektiv angelegten
klinischen Datenbank bezogen. Das Tumorstadium aller untersuchten Tumorproben
wurde gemal der siebten Ausgabe der UICC Klassifikation maligner Tumore bestimmit.
Fiir die Entnahme dieser Gewebeproben zu Forschungszwecken lag eine Genehmigung

der Ethikkommission des Universitdtsklinikums Diisseldorf vor (Aktenzeichen 3821).
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellkultivierung

Die Zellkulturarbeiten wurden unter sterilen Bedingungen an einer Laminar-Flow-
Werkbank der Firma Heraeus durchgefiihrt. Als Basis-Kulturmedium fiir alle Zellreihen
diente RPMI 1640 GlutaMAX (Gibco, ThermoFisher Scientific). Das Medium wurde
mit 10 % Kilberserum (FCS) und 1 % Penicillin/Streptomycin (P+S, Invitrogen)
versetzt. Die Kultivierung erfolgte in 75 cm? Zellkultur-Flaschen im Brutschrank bei 37
°Cund 5 % CO». Das Medium wurde vor Verwendung jeweils fiir etwa 20 Minuten bei
37 °C im Wasserbad erwiarmt. Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte alle 2-3 Tage.
Bei Erreichen einer Zelldichte von circa 80 % Konfluenz wurden die Zellen zur
Passagierung mit 1 x phosphatgepufferter Saline (PBS, Gibco, ThermoFisher Scientific)
gewaschen und anschlieBend mit Trypsin/EDTA geldst. Nach Inkubation fiir 2-3
Minuten bei 37 °C wurden die geldsten Zellen in RPMI/FCS/P+S aufgenommen und im

Verhiltnis 1/6 auf neue Zellkultur-Flaschen verteilt.

2.2.2 Lebendzellzahlbestimmung

Die Bestimmung der Lebendzellzahl erfolgte lichtmikroskopisch mithilfe der Neubauer-
Zihlkammer nach Anfarbung mit 0,4 % Trypanblau (Gibco, ThermoFisher Scientific).
Die zuvor gelosten Zellen wurden in Medium verdiinnt, anschlieend wurden 10 pl der
Zellsuspension mit 10 pl Trypanblau gemischt und in die Zahlkammer gefiillt. Jedes
Eckquadrat der Zihlkammer besitzt mit einer Fliche von 1 mm? und einer Hohe von 0,1
mm ein Volumen von 0,1 pl. Die Zelldichtebestimmung erfolgte durch Auszidhlung der

vier Eckquadrate und Berechnung der Zellzahl/ml nach folgender Formel:

Zelldichte (Zellen/ml) = [Zellzahl / Zahl der Quadrate] x 2 x 10*

2.2.3 Behandlung der Zellen

Zur Behandlung der Zellen mit den verschiedenen Compounds wurde eine definierte
Zellzahl ausgesét und fiir 24 h bei 37 °C inkubiert. Die chemischen Compounds wurden
im  Anschluss in entsprechendem Zellkulturmedium auf die gewiinschte
Endkonzentration verdiinnt und nach Abnahme des alten Mediums auf die Zellen
gegeben. Die jeweilige Inkubationszeit fiir die entsprechenden Versuche wurde

empirisch im Sinne einer Zeitleiste ermittelt, sodass die abschlieBende Inkubationszeit
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als der Zeitpunkt gewidhlt wurde an dem der maximale Effekt des entsprechenden
Compounds eintraf.
MTS-Assay

Fiir den MTS-Assay wurden in 96-well Platten jeweils 4 x 10° Zellen/well ausgesit. Die
Inkubationszeit der Zellen mit dem jeweiligen Compound betrug 72 h (Tabelle 7).

Tabelle 7: Konzentrationen der chemischen Compounds fiir den MTS-Assay

Compound Konzentration Losungsmittel
Killer TRAIL Storage
rh-TRAIL 0,1,0,3, 1, 3, 10, 30, 100, 300 ng/ml o
and Dilution Buffer
. . 3nM, 10nM, 30nM, 100nM, 300nM, 1uM,
Birinapant 3uM, 10uM DMSO
GDC-0152 3nM, 10nM, 30nM, 100nM, 300nM, 1uM, DMSO

3uM, 10uM

Die Konzentrationen fiir die Kombinationsbehandlungen wurden anhand der Ergebnisse
der Einzelbehandlungen ausgewdhlt. Um einen sensitivierenden Effekt beurteilen zu
konnen, wurden TRAIL-Konzentrationen deutlich unterhalb der gemessenen 1Cso (=
27,7 ng/ml) verwendet. Diese wurden mit einer ebenfalls niedrigen Konzentration des

jeweiligen anderen Compounds kombiniert (Tabelle 8).

Tabelle 8: Konzentrationen der chemischen Compounds fiir die Kombinationsbehandlung
im MTS-Assay

Compound 1 Compound 2
Compound Konzentration Compound Konzentration
GDC-0152 1 uM
rh-TRAIL 0,3, 1, 3,10 ng/ml
Birinapant 1 uM
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Durchflusszytometrie

Fiir die Durchflusszytometrie wurden in 6-well Platten jeweils 3 x 10° Zellen/well

ausgesit. Die Inkubationszeit mit den chemischen Comopunds betrug 12 h (Tabelle 9).

Tabelle 9: Konzentrationen der chemischen Compounds fiir die Durchflusszytometrie

Compound Konzentration Losungsmittel
Killer TRAIL Storage
rh-TRAIL 1, 3, 10 ng/ml
and Dilution Buffer
Birinapant 1,3, 10 uM DMSO
GDC-0152 1,3, 10 uM DMSO

Fir die Sensitivierungsversuche durch Kombinationsbehandlungen  mittels
Durchflusszytometrie wurden die gleichen Konzentrationen wie im MTS-Assay
verwendet (Tabelle 8).

Proteinisolation

Fiir die Proteinisolation wurden in 25 ¢cm? Zellkulturflaschen jeweils 0,7 x 10° Zellen

ausgesit. Die Inkubationszeit mit den chemischen Compounds betrug 24 h (Tabelle 10).

Tabelle 10: Konzentrationen der chemischen Compounds fiir die Proteinisolation

Compound Konzentration Losungsmittel
Birinapant 1,3,10 uM DMSO
GDC 1,3,10 uM DMSO

2.2.4 Bestimmung der Zellviabilitit mittels MTS-Assay

Um die Auswirkungen verschiedener chemischer Compounds auf die Viabilitdt der
Zellen zu messen, wurde der kolorimetrische CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell

Proliferation Assay der Firma Promega verwendet.

Grundlage ist die Reduktion des MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolium] zum farbigen Formazan
durch NADPH oder NADH (Abbildung 5). Da die Produktion von NADPH/NADH
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ausschlieBlich in metabolisch aktiven und damit vitalen Zellen erfolgt, korreliert die

Hohe des Farbumschlags mit der Zahl metabolisch aktiver Zellen.

OCH,COOH OCH,COCH

MTS - 5 Formazan

Abbildung 5: Reduktion des MTS-Reagenz

Hierzu wurden die zuvor mit 100 ul des Reaktionsansatzes behandelten Zellen nach
Abschluss der Inkubationszeit mit weiteren 20 pl des Cell Titer 96 Aqueous One
Solution Reagenz versetzt und fiir 30 Minuten bis 2 Stunden bei 37 °C und 5 % CO
inkubiert, bis ein deutlicher Farbumschlag in den unbehandelten Kontrollen zu sehen

war.

Die Absorption des Formazans wurde im Anschluss bei einer Wellenldnge von 490 nm
mittels TECAN  Infinite = Reader 200  detektiert. =~ Um  unspezifische
Hintergrundabsorption zu minimieren erfolgte eine anschlieBende Normalisierung
gegen eine Referenzwellenldnge von 630 nm. Mithilfe des Programms tecan-i-control
wurden die gemessenen Absorptionswerte im Anschluss nach Microsoft Excel
exportiert und ausgewertet. Hierzu wurde die gemessene Viabilitit nach Behandlung
mit den jeweiligen chemischen Compounds mit der Absorbtion der jeweiligen

Kontrollen ins Verhiltnis gesetzt:

Spezifisches Uberleben = (Absorption nach Behandlung / Absorption der Kontrolle) x
100

Die jeweiligen Einzelwerte wurden aus dem Mittelwert dreier Replikate bestimmt. Alle

Versuche wurden mindestens dreimal wiederholt.

Zur weiteren Untersuchung eines moglichen sensitivierenden Effektes der chemischen

Compounds auf die TRAIL-induzierte Apoptose erfolgten im Anschluss
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Kombinationsbehandlungen, welche mit der Formel nach Webb et al [172]
ausgewertet wurden. Dabei wird das Produkt aus spezifischem Uberleben nach
Behandlung mit einem chemischen Compound und dem spezifischen Uberleben nach
TRAIL-Behandlung errechnet, um das erwartete Uberleben nach kombinierter
Behandlung zu bestimmen. Liegt eine sensitivierende Wirkung des Compounds vor, so
ist das tatsichlich gemessene spezifische Uberleben nach Kombination geringer als das
erwartete. Dies wird ausgedriickt durch das Fractional Product (FP), welches sich wie

folgt berechnet:
FP = Erwartetes Uberleben — Gemessenes Uberleben

Werte grofer 0,1 wurden als relevante Sensitivierung angesehen. Negative FP-Werte

wurden nicht berticksichtigt.

2.2.5 Bestimmung der Apoptose mittels Durchflusszytometrie

FACS-Durchflusszytometer (FACS = fluorescence activated cell sorting) ermoglichen
die Quantifizierung groBer Zellzahlen sowie ihre Charakterisierung beziiglich
verschiedener zelluldrer Parameter. Das Prinzip beruht auf der einzelnen Fiihrung der
Zellen durch eine Kapillare im rechten Winkel vorbei an einem Laserstrahl und der
Detektion des gestreuten Lichtsignals. Die Streuung des Lichts durch die Zelle wird in
Richtung des Laserstrahls (FSC; Forward Scatter) und orthogonal dazu (SSC; Side
Scatter) detektiert. AnschlieBend erfolgt in einem Signalwandler die Umwandlung in
einen elektrischen Impuls, welcher mit der Intensitit des Lichtsignals korreliert und
digital gespeichert wird. Das Vorwiértsstreulicht ist dabei proportional zur ZellgroBe,
wihrend das Seitwértsstreulicht ein Mal} fiir die Granularitdt der Zelle darstellt. Die
zusitzliche Farbung der Zellen mit fluoreszierenden Farbstoffen bietet die Moglichkeit
der Erweiterung des Spektrums messbarer Eigenschaften. Das Fluoreszenzsignal wird
nach Anregung durch den Laserstrahl, wie der SSC im 90°-Winkel detektiert
(Abbildung 6). Durch den Einsatz von Farbteilerspiegeln und Bandpassfiltern gelingt
die optische Trennung der Emissionsspektren der verschiedenen Fluorochrome, sodass

mit mehreren Fluorochromen zeitgleich gearbeitet werden kann [173].

36



2 Material und Methoden

Speicherung in
digitaler Form

Zellen

Abbildung 6: Prinzip der FACS-Analyse.

Die Zellen werden durch einen Laserstrahl angeregt. Forwad Scatter (FSC)- und Side Scatter
(SSC)-Dioden detektieren die entstehende Vorwiérts- und Seitwirts-Streuung. Weitere Dioden,
FL1, FL2 und FL3 (FL = Fluoreszierendes Licht) detektieren von Fluoreszenzfarbstoff-
markierten und durch den Laser angeregten Zellen emittiertes Licht aufsteigender Wellenlénge.

Zur lIdentifizierung apoptotischer Zellen nach Behandlung mit den verschiedenen
Substanzen wurde in dieser Arbeit das FITC Annexin V/Dead Cell Apoptosis Kit von
Invitrogen genutzt. Dabei werden zusétzlich zu FSC und SSC die Emissionen nach
Farbung mit Fluoreszin-konjugiertem Annexin V (FITC Annexin V) und

Propidiumiodid (PI) detektiert.

Grundlage dieser Analyse sind Verdnderungen der Zellmembran im Rahmen der
Apoptose. Phospholipide wie Phosphatidylserin (PS) befinden sich in lebenden Zellen
auf der Innenseite der Zellmembran. Bereits in der frithen Phase der Apoptose
translozieren diese Phospholipide auf die extrazellulire Membranseite. FITC Annexin
V bindet in Anwesenheit von Calcium mit einer hohen Affinitit an auf der
Membranauf3enseite befindliches PS und ist in der Durchflusszytometrie als griine
Fluoreszenz mit einer Emissionswellenlinge um 530 nm detektierbar. PI, ein rot

fluoreszierender, Nukleinsdure bindender Farbstoff (Emissionswellenldnge 575 nm) ist
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nicht membrangéngig in lebenden und frith-apoptotischen Zellen, jedoch in Zellen mit
bereits aufgehobener Membranstruktur, also sowohl nekrotischen als auch im
Spétstadium der Apoptose befindlichen Zellen. Damit kann er in diesen Zellen die
Nukleinsduren binden und rot farben. Nach Fiarbung mit FITC Annexin V sowie PI
zeigen dementsprechend apoptotische Zellen eine griine Fluoreszenz (FITC+/PI-).
Nekrotische und spéat-apoptotische Zellen fluoreszieren rot und griin (FITC+/PI+).
Vitale Zellen werden kaum oder gar nicht angeféarbt (FITC-/PI-) (Abbildung 7).

PI Fluoreszenz

Q3

FITC Fluoreszenz

Abbildung 7: Beispielhaftes FACS-Analyse Ergebnis
Q1 = Zelldetritus: FITC-/PI+, Q2 = apoptotische Zellen: FITC+/PI+, Q3 = vitale Zellen: FITC-
/PI-, Q4 = Frith-apoptotische Zellen: FITC+/PI-.

Nach Abschluss der Behandlung der Zellen wurden diese geerntet, mit kaltem PBS
gewaschen und anschliefend in Annexin-bindendem Puffer auf eine Konzentration von
ca. 1x10° Zellen/ml in einem Gesamtvolumen von 100 pl pro Probe verdiinnt. Zu jeder
Probe wurden 5 pl FITC Annexin V und 1 pl PI-Arbeitslosung (100 pg/ml) pipettiert.
Nach 15 Minuten Inkubation bei Raumtemperatur wurden erneut 400 pul Annexin-
bindender Puffer zugefiigt. Danach folgte die Lagerung auf FEis und die sofortige
Analyse mit dem BD FACSCanto (BD Bioscience).

2.2.6 RNA-Isolierung

Die RNA-Isolierung aus Zellen erfolgte mit Hilfe des RNeasy Mini Kits von Qiagen.
Dessen Funktionsprinzip beruht auf der Lyse der Zellen durch Guanidiniumthiocyanat
sowie auf der Verwendung von Sdulen mit Silica-Membranen, welche die freiwerdende

RNA binden.
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Hierbei wurden die Zellen mittels Trypsinisierung geerntet, mit PBS gewaschen und bei
800 rpm zentrifugiert. Je nach GroBe des pellets erfolgte die Zugabe von 350-600 pl
RLT-Puffer und nach Homogenisierung die Zugabe der gleiche Menge 70 % -igen
Ethanols. Bis zu 700 pl des Gemischs wurden auf eine RNeasy Mini Sdule geladen und
anschlieBend 15 Sekunden bei 8000 x g zentrifugiert, die durchgetretene Fliissigkeit
wurde danach verworfen. Es folgte die Zugabe von 350 ul RW 1 Puffer auf die Séule
und die erneute Zentrifugation fiir 15 Sekunden bei 8000 x g. Es wurden dann 80 pl
eines DNAse Puffers (10 pl DNAse I Stock Solution + 70 ul RDD Puffer) zugegeben,
bevor ein zweites Mal mit 350 ul RW 1 Puffer gewaschen und 15 Sekunden bei 8000 x
g zentrifugiert wurde. Es folgte zweimaliges Waschen mit 500 pl RPE Puffer mit 15
Sekunden und 2 Minuten Zentrifugation bei 8000 x g. Die Sdule wurde dann in ein
neues Zentrifugenrdhrchen tberfiihrt, bei maximaler Geschwindigkeit eine Minute
trockenzentrifugiert und anschlieBend in ein 1,5 ml Rohrchen gestellt. Zum Schluss
wurden darauf 30 pl RNAse freies Wasser geladen und erneut zentrifugiert. Das

erhaltene RNA-Extrakt wurde auf Eis gekiihlt und anschlielend bei -20 °C gelagert.

2.2.7 Reverse Transkription

Die Umschreibung der aus den Zellen isolierten RNA in ihre komplementire DNA
(cDNA) durch das Enzym Reverse Transkriptase (RT), eine RNA-abhingige DNA-
Polymerase, ist Voraussetzung fiir die anschlieBende Polymerase Kettenreaktion (PCR
= polymerase chain reaction) in Echtzeit (Real Time PCR) zur Quantifizierung der

Expression verschiedener Gene auf RNA-Ebene.

Maximal 5 pg RNA wurden mit Aqua dest. auf ein Volumen von 11pl verdiinnt und mit
2 ul Oligo-dT Primern [0,25 pg/pl] zur Denaturierung der RNA und Anlagerung der
Primer fiir 10 Minuten bei 65 °C inkubiert. Folgender Ansatz wurde im Anschluss jeder

Probe zugefiigt:
4 ul RT-Puffer
0,5 pul Protector RNAse Inhibitor
2 ul ANTP-Mix
0,5 ul Reverse Transkriptase

Nach griindlicher Durchmischung folgte zunédchst eine Inkubation fiir 30 Minuten bei

55 °C und anschlieBend zum Inaktivieren der RT eine Erhitzung fiir 5 Minuten auf
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85°C. Im Anschluss erfolgte die weitere Lagerung auf Eis bzw. bei -20 °C. Als

Kontrollen wurden jeweils ein Ansatz ohne RNA sowie ein Ansatz ohne RT mitgefiihrt.

2.2.8 Real Time PCR

Die Real Time PCR ist eine Methode zur Amplifizierung von Nukleinsduren und zur
quantitativen Messung der gewonnenen DNA. Nach Denaturierung zu Einzelstrang-
DNA und Bindung spezifischer Primer synthetisiert eine thermostabile DNA-
Polymerase komplementdre Nukleinsduresequenzen. Ein neu synthetisierter Strang
dient dabei wieder als Matrize fiir eine neue Reaktion, was zu einem exponentiellen
Anstieg der DNA-Amplifikate fiihrt. In die DNA interkalierte Fluoreszenz-Farbstoffe
(hier: SYBR-Green), welche durch eine Kamera detektiert werden, ermoglichen dabei

die Quantifizierung der PCR-Produkte in Echtzeit.

Hier wurde das Platinum SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG Kit von Invitrogen

verwendet. Der PCR-Ansatz fiir jede Probe setzte sich wie folgt zusammen:
2 pl Primer-Mix [forward + reverse; jeweils 10 pmol/pl]
10 pl Platinum SYBR Green qPCR Super Mix-UDG
1 ul BSA (Bovines Serumalbumin)
6 ul Aqua dest.

AnschlieBend wurde jeweils 1 pl cDNA [250 ng/ul] hinzugefiigt, sodass das Gesamt-
Reaktionsvolumen 20 pl betrug. Die PCR-Reaktionen verliefen nach fiir jedes

Amplifikat vorher festgelegten Bedingungen (Tabelle 11).
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Tabelle 11: Real Time PCR Reaktionsbedingungen

Annealing
Amplifikat Temperatur PCR-Programm
(°C)
DR4/TRAIL-R1 55°C
TRICK2A 64 °C
95 °C - 5 min
TRICK2B 64°C 95°C —> 1s
DcR1/TRAIL-R3 64 °C Annealing Temp. — 20 s
72°C—>20s 39x
DcR2/TRAIL-R4 1°
cR2/ o17C Plate Read
TRAIL-a 64 °C 72 °C — 5 min
Melti 50°C—-95°
TRAIL-B 64 °C elting Curve C-95°C
TRAIL-y 64°C

Die Quantifizierung erfolgte relativ nach der 222CT-Methode [174]. Dabei wird die
Expression des Zielgens auf die Expression eines konstant exprimierten Haushaltsgens
bezogen. Die so ermittelte relative Expression des zu untersuchenden Gens in den
Tumorproben wird dann auf eine Kontrollprobe bezogen. Grundlage dieser
Berechnungen ist der in der Real Time PCR ermittelte Cr-Wert (Cycle of Threshold),
die Zykluszahl, nach welcher das Fluoreszenzsignal erstmals exponentiell iiber den
Hintergrundwert ansteigt. Je niedriger dieser Cr-Wert, desto mehr Kopien des
Amplifikats sind zu Beginn in der Probe enthalten. Um den relativen
Expressionsunterschied des Zielgens zwischen der Tumorprobe und der Kontrollprobe,

bezogen auf ein Kontrollgen zu ermitteln wird die Formel 2-44¢T verwendet.
ACt= Ct Zielgen — Ct Haushaltsgen
AACt= ACt Tumorprobe — ACt Kontrollprobe
relative Verinderungen der Genexpression = 2-4ACT

Als Haushaltsgen wurde GAPDH, als Kontrollprobe cDNA aus universeller humaner
Referenz-RNA verwendet.
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2.2.9 DNA-Isolierung

Die Isolierung von DNA aus Zellen der Zellkultur erfolgte mit Hilfe des QIAamp®
DNA Midi Kits von Qiagen. Dabei werden Zellen lysiert und das Lysat auf spezielle
Spinsdulen gegeben, in welchen nur die DNA an eine Silica-Membran bindet und in

Waschschritten von Reststoffen befreit wird.

Dafiir mussten die Zellen durch Trypsinierung geerntet und in 1-2 ml PBS
aufgenommen werden. Dazu wurden zundchst 200 pl Protease und anschlieend 40 pl
RNase A gemischt. Nach Zugabe von 2,4 ml Puffer AL und Homogenisieren der
Losung folgte eine 10-miniitige Inkubation bei 70 °C im Wasserbad und anschlieBend
die Zugabe von 2 ml 100 %-igem Ethanol mit erneuter Homogenisierung. Danach
wurde in 2 Schritten jeweils die Hélfte der Losung vorsichtig auf die QlAamp Midi
Sdule gegeben, ohne den oberen Rand zu benetzen und fiir 3 Minuten bei 3000 rpm
zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und es folgten 2 Waschschritte, zunéchst mit
2 ml Puffer AW 1 und 3-miniitiger Zentrifugation, dann mit 2 ml Puffer AW 2 und 15-
miniitiger Zentrifugation bei 4000 rpm. Das Eluat wurde erneut verworfen.
AnschlieBend wurden 150 pl Puffer AE auf die Sédule gegeben, 5 Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert und 3 Minuten bei 4000 rpm zentrifugiert. Das Eluat wurde
wieder auf die Sdule gegeben und erneut inkubiert und zentrifugiert. Das dadurch

erhaltene DNA-Produkt wurde sofort weiterverwendet oder bei -20 °C gelagert.

2.2.10 DNA-Amplifizierung

Zur Mutationsanalyse der Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-R2 in den
Zellen des follikuldren Schilddriisenkarzinoms wurden einzelne Genabschnitte der
zuvor gewonnenen DNA mittels PCR und mithilfe spezifischer Primer (Tabelle 3)

vervielfaltigt.

Der PCR-Ansatz setzte sich fiir jede Probe folgendermallen zusammen:
25 ul Dream Taq PCR Master Mix
2,5 ul Primer forward [10 uM]
2,5 ul Primer reverse [10 uM]

18 ul Aqua dest.
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Dazu wurden jeweils 2 pl DNA gefligt, sodass das Gesamt-Reaktionsvolumen 50 pl
betrug. Die PCR-Reaktion verlief nach nachfolgend aufgefiihrten Bedingungen:

95 °C = 2 min

95°C —30s
58°C > 30s 35x
72°C —>30's

72 °C = 7 min

2.2.11 Agarose-Gelelektrophorese

Zur Kontrolle einer erfolgreichen spezifischen Amplifikation der gewiinschten DNA-
Abschnitte durch die eingesetzten Primer wurden je 5 pl PCR-Produkt, mit 1/5
Ladepuffer versetzt auf ein 2 %-iges Agarosegel (150 ml TBE-Puffer, 3 g Agarose, 15
ul GelRed-Fluoreszenzfarbstoff) aufgetragen und elektrophoretisch aufgetrennt. Die
Laufzeit betrug 45 Minuten bei 100 Volt.

2.2.12 DNA-Aufreinigung

Die Aufreinigung der mittels PCR amplifizierten Genabschnitte erfolgte mit dem
MinElute PCR Purification Kit und diente der Entfernung von Primern, Nukleotiden,
Polymerasen und Salzen aus dem Reaktionsprodukt mit dem Ziel hoher DNA-
Endkonzentrationen. Es wurde 1 Volumen PCR-Produkt mit 5 Volumen Puffer PB
gemischt, auf eine MinElute Sdule in einem 2 ml Tube gegeben und 1 Minute bei
13.000 rpm zentrifugiert. Nach Verwerfen des Eluats folgte ein weiterer Wasch-Schritt
mit 750 ul Puffer PE, die zweimalige Zentrifugation fiir I Minute und die Uberfiihrung
der Sdule in ein sauberes 1,5 ml Tube. Zur Elution der DNA wurden 10 ul Puffer EB
auf die Membran gegeben und nach 1 Minute Inkubation fiir 1 Minute zentrifugiert, um

ca. 9 ul hoch konzentrierte DNA-LOsung zu erhalten.

2.2.13 Quantifizierung der Nukleinsiure-Konzentration und Sequenzierung

Die Quantifizierung der enthaltenen RNA- bzw. dsDNA-Konzentration erfolgte im
Spektralphotometer TECAN Infinite Reader 200 durch Messung der Extinktion bei
einer Wellenldinge von 260 nm. Die Extinktion (ODa2s) wurde mit einem

Umrechnungsfaktor — multipliziert, welcher sich auf die Kenntnis der

43



2 Material und Methoden

Nukleinsdurekonzentration mit einem ODzgo-Wert von 1 bezieht. Daraus ergibt sich die

Berechnung anhand folgender Formeln:
cRNA (ug/ml) = OD260 x 40
cDNA (pg/ml) = OD26o x 50

Die Sequenzierung, d.h. die Analyse der Nukleotid-Abfolge in einem DNA-Molekiil
erfolgte durch die Kettenabbruchmethode (Didesoxymethode) nach Sanger [175] und
wurde durch die Firma GATC Biotech durchgefiihrt.

2.2.14 Proteinisolierung und Proteinmengenbestimmung

Zur Isolierung des Gesamtproteins aus den Zellen wurden diese durch Trypsinierung
geerntet und in PBS gewaschen. Nach Zentrifugation und Verwerfen des Uberstands
wurde das Zellpellet in 250 pl Protein-Lysepuffer mit Protease-Inhibitor resuspendiert.
Das Lysat wurde 15 Minuten auf Eis gelagert und wiahrenddessen alle 5 Minuten durch
Vortexen durchmischt. Es folgte die Zentrifugation fiir 30 Minuten bei 13.000 rpm und
4 °C. Der Uberstand mit dem Proteinlysat wurde in ein neues GefiB {iberfiihrt und das

Pellet verworfen.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration in dem gewonnenen Lysat erfolgte mit Hilfe

des Biophotometers der Firma Eppendorf nach der Methode von Bradford [176].

2.2.15 Vorbereitung der Proteinproben fiir den Western Blot und SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese

20 pg Protein wurden mit Aqua dest. auf 20 pl Gesamtvolumen aufgefiillt. Darin wurde
Laemli-Ladepuffer im Verhédltnis 1:6 verdiinnt. AnschlieBend erfolgte die
Denaturierung der Proteine durch 5-miniitiges Erhitzen auf 95 °C. Es folgte die kurze
Lagerung auf FEis und anschlieBend die sofortige Weiterverarbeitung oder

Aufbewahrung bei -20 °C

Die Auftrennung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht erfolgte gelektrophoretisch

in einem SDS-haltigen Polyacrylamidgel.

Dazu wurde zunichst ein Trenngel gegossen. Die Zusammensetzung der einzelnen
Komponenten fiir ein Gesamtvolumen von 10 ml ist abhidngig von der Prozentigkeit des
zu gieenden Gels und richtet sich nach der Gréfe des zu detektierenden Proteins

(Tabelle 12).
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Tabelle 12: Zusammensetzung des Trenngels in Abhiingigkeit von der Prozentigkeit

Chemikalie (ml) 8 %-Gel 10 %-Gel 15 %-Gel
Aqua dest. 4,6 4,0 2,3
30 % Acryamid-Mix 2,7 33 5,0
1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 2,5 2,5
10 % SDS 0,1 0,1 0,1
10 % Ammoniumpersulfat 0,1 0,1 0,1
TEMED 0,006 0,004 0,004

Nach Aushirtung des Trenngels wurde das Sammelgel gegossen und auf das Trenngel
aufgetragen. Die Zusammensetzung fiir ein Gesamtvolumen von 4 ml ist Tabelle 13 zu

entnehmen.

Tabelle 13: Zusammensetzung des Sammelgels

Chemikalie (ml) 5 %-Gel
Aqua dest. 2,7
30 % Acryamid-Mix 0,67
1,5 M Tris (pH 6,8) 0,5
10 % SDS 0,04
°
Ammonil(:m/:)ersulfat 0,04
TEMED 0,004

Die Auftrennung erfolgte in einer Elektrophoresekammer mit 1x SDS Laufpuffer. Die
gesamte Proteinlosung wurde dazu in die Kammern des Gels aufgetragen, als
Laufmarker dienten 5 pl Precision Plus Protein Western C Standards. Zur
Elektrophorese wurde bei 4 °C fiir 30 Minuten eine Spannung von 90 Volt und

anschlieflend fiir weitere 45 Minuten eine Spannung von 115 Volt angelegt.
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2.2.16 Western Blot und Detektion

Die elektrophoretisch aufgetrennten Proteine wurden mittels wet blot-Technik von dem
Polyacrylamidgel auf eine Nitrocellulose-Membran transferiert. Dabei wurden in einer
Blotting-Kammer mit Transfer-Puffer Acrylamidgel, Nitrocellulose-Membran,
Filterpapiere sowie Schwdmme so in einem speziellen Schlitten angeordnet, dass eine
elektrische Spannung senkrecht zum Gel angelegt werden kann, welche die Wanderung
der Proteine in Richtung Anode und somit auf die Nitrocellulose-Membran bewirkt. Der

genaue Aufbau der Blotting-Apparatur ist in der (Abbildung 8) dargestellt.

O,
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2x Filterpapier _
. Q2
Bloting Kammor — I \irocellose-tembran |
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Transferpuffer
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau einer Blotting-Kammer

Der Transfer erfolgte bei 4 °C iiber 90 Minuten bei einer Spannung von 90 Volt.
AnschlieBend wurde eine unspezifische Anfarbung der Protein-Banden mit Ponceau-S
zur Kontrolle eines erfolgreichen Transfers durchgefiihrt. Nach ca. 1-miniitiger
Inkubation wurde der Farbstoff durch Abspiilen mit Aqua dest. und Waschen mit 1x
TBS mit 0,1 % Tween20 (TBS-T) entfernt. Die Membran wurde in ein 50 ml Falcon
iberfiihrt und zum Blockieren unspezifischer Bindungen 60 Minuten mit zum
Antikorper passender Blockierlosung bei Raumtemperatur auf einem Roller inkubiert.
Der Primér-Antikérper wurde dann in 3 ml der jeweiligen Blockierlosung auf die
gewiinschte Konzentration verdiinnt (Tabelle 14), auf die Membran gegeben und iiber
Nacht bei 4 °C auf dem Roller inkubiert. Nach 2 Waschgéngen mit 1x TBS-T wurden 3
ml der passenden Sekundér-Antikérper-Losung in der Verdiinnung 1:1000 mit 1,3 pl
Precision Protein Streptactin HRP Konjugat auf die Membran gegeben. Nach 60-
miniitiger Inkubation auf dem Roller, sowie 2-maligem Waschen mit TBS-T erfolgte

die Auswertung mit dem VersaDoc MP 4000 von BioRad. Dazu wurde die Membran
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mit 1 ml 1:1 luminol/enhancer-Lésung und peroxide-Losung von BioRad versetzt. Im
Anschluss daran erfolgte auf gleiche Weise die Detektion der Haushaltsgene GAPDH
(Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase) oder o-Tubulin zur Ladungskontrolle.
Primér- und Sekundir-Antikdrper wurden dabei im Verhdltnis 1:5000 in 5 %-iger

Milchpulverlésung verdiinnt.

Tabelle 14: Ubersicht der Primir-Antikorper und ihrer Versuchsbedingungen fiir den
Western Blot

Molekular- Sekundir-
Antigen gewicht Verdiinnung Blockierlosung un
(kDa) Antikorper
cIAP 1 70 1:1000 5 % Milchpulver Rabbit I[gG HRP
cIAP 2 70 1:500 5 % Milchpulver Rabbit IgG HRP
DR4/ ) o/ A Mouse 1gG-
TRAIL-R1 60 1:500 5 % Milchpulver Peroxidase
DRS/ -
60 1:500 5 % Milchpulver Mouse IgG
TRAIL-R2 Peroxidase
DcR1/ . Mouse 1gG-
. 0
TRAIL-R3 48 1:500 5 % Milchpulver Peroxidase
DcR 2/
TR;IL R4 42 1:500 5 % Milchpulver Rabbit IgG HRP
TRAIL 32 1:250 5 % Milchpulver Mouse IgG-
Peroxidase
Survivin 16,5 1:1000 5 % Milchpulver Rabbit IgG HRP
XIAP 57 1:1000  2,5% Milchpulver ~ Mouse 18G-
Peroxidase
PARP 89, 116 1:1000 5 % Milchpulver Rabbit IgG HRP
a-Tubulin 50 1:5000 5 % Milchpulver Mouse IgG-
Peroxidase
GAPDH 36 1:5000 5 % Milchpulver Mouse IgG-
Peroxidase

2.2.17 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Farbung mikroskopischer Schnitte beruht auf der
spezifischen und hochaffinen Bindung von Antikérpern an ihr Epitop. Die Mdoglichkeit,

dass die freie Bindungsstelle dieser Antikorper als Bindungsstelle fiir einen weiteren
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Farbstoff-gebundenen Zweitantikdrper dienen kann, erlaubt die spezifische Anfarbung
molekularer Strukturen in Gewebeproben und deren mikroskopische Auswertung. Es
wurden keine Einzelpréparate gefdrbt, sondern Tissue micro arrays (TMA). Diese
Methode ermdglicht das Ubertragen von zahlreichen Gewebezylindern aus histologisch
definierten Regionen verschiedener Tumorproben in einen einzigen Paraffinblock. Die
Anfertigung von Schnitten dieser Paraffinblocke ermoglicht so die zeitgleiche

Anfarbung und Beurteilung groBer Zahlen von Gewebeproben.

Die immunhistochemische Férbung erfolgte nach der ABC-Methode mit Hilfe des
ZytoChem-Plus HRP Kits von Zytomed Systems. Das Vorgehen beinhaltete zundchst
die Entparaffinisierung der Gewebeschnitte in Xylol und einer absteigenden
Ethanolreihe. Zur Demaskierung der Epitope wurden die Pridparate 30 Minuten in
Natrium-Citrat Puffer (pH 6,0) gekocht. Durch 10-miniitige Inkubation mit 150 pl 3 % -
iger Wasserstoffperoxid-Losung wurde die endogene Peroxidase inhibiert. Zum
Blockieren unspezifischer Bindungsstellen wurden die Préparate anschliefend fiir 10
Minuten mit der Blockierlosung inkubiert. Dann wurden 150 pl des Primédrantikorpers
in der jeweiligen Verdiinnung (Tabelle 15) auf den Objekttriger gegeben und 60
Minuten inkubiert. Im Anschluss daran folgten die 15-miniitige Inkubation mit
biotinyliertem Sekundérantikdrper und die Zugabe von 2 Tropfen Streptavidin-HRP-
Konjugat mit 30-miniitiger Inkubation. Dabei wurde zwischen allen Schritten mit 1x
PBS + 0,1% Tween20 gewaschen. Zur Visualisierung wurden dann 3-4 Tropfen high
contrast DAB-Substrat (3,3’-Diaminobenzidin) auf jedes Praparat aufgetragen und fiir 5
Minuten im Dunkeln inkubiert. Es folgte die Kernfirbung in Mayers-Hdmalaun sowie
zur Dehydrierung eine aufsteigende Reihe in Ethanol und Xylol. Zum Schluss wurden

die Schnitte luftblasenfrei mit Corbitlosung eingedeckelt.
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Tabelle 15: Ubersicht iiber die verwendeten Antikérper und ihre Versuchsbedingungen fiir
die Immunhistochemie

Epitop Spezies Verdiinnung

TRAIL Maus 1:50 (10 pg/ml)
DR4/TRAIL-R1 Maus 1:50 (20 pg/ml)
DR5/TRAIL-R2 Maus 1:50 (20 pg/ml)
DcR1/TRAIL-R3 Maus 1:25 (40 pg/ml)
DcR2/TRAIL-R4 Kaninchen 1:250 (0,9892 ng/ml)

Als Positivkontrolle wurden Gewebe von kolorektalem Karzinom und Tonsille gefarbt,
als Isotypkontrolle diente APC Mouse IgG1 k Isotype MOPC21 fiir Maus-IgG und
Negative Control Rabbit Immunoglobulin Fraction fiir Kaninchen-IgG. Die Auswertung
erfolgte lichtmikroskopisch anhand einer modifizierten Form des Immunreaktiven
Scores (IRS) nach Remmele und Stegner [177] durch zwei unabhingige Untersucher

(Tabelle 16).

Tabelle 16: Immunreaktiver Score (IRS) zur Auswertung der immunhistochemischen
Féarbungen

Farbintensitit
Keine Schwach MiBig Stark
Prozent (0+) (1+) (2+) (31)
Positiver Firbung
IRS=0 IRS=0 IRS=0 IRS=0
<5% (0+)
IRS=0 IRS=1 IRS=2 IRS =3
6-25 % (1+)
IRS=0 IRS=2 IRS =4 IRS=6
26-50 % (2+)
IRS=0 IRS =3 IRS=6 IRS=9
51-75 % (3+)
IRS=0 IRS =4 IRS=8 IRS =12

> 75 % (4+4)
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2.2.18 Statistik

Mittelwertsunterschiede ~ zwischen zwei  Gruppen wurden bei  fehlender
Normalverteilung mithilfe des Mann-Whitney-U Tests fiir unabhédngige Stichproben auf
Signifikanz gepriift. Zum Vergleich mehrerer Messstufen unabhéngiger Variablen
wurde der Kruskal-Wallis Test als nicht-parametrisches Pendant zur einfaktoriellen
ANOVA durchgefiihrt. Als post hoc Test diente der Dunn’s multiple comparison Test.
Korrelationen zwischen intervallskalierten Variablen wurden mithilfe der Spearman-
Rangkorrelation getestet, bei nominalskalierten Variablen wurden Zusammenhédnge mit
dem Fisher’s exact Test bestimmt. Fiir univariate Uberlebensanalysen wurden Kaplan-
Meier Kurven erstellt und mittels log-rank Test ausgewertet und das Hazard Ratio (HR)
mit Konfidenzintervall (CI) als deskriptives Mall fiir den Unterschied von
Uberlebenszeiten ermittelt. Eine multivariate Uberlebensanalyse mit allen verfiigbaren
Variablen erfolgte mittels Cox Regression in einem schrittweise rlickwérts
ausschlieBenden Modell. Das Gesamtiiberleben wurde definiert als die Zeit zwischen
der Operation und dem Tod jeglicher Ursache oder bis zum Zeitpunkt des letzten
follow-up. Die Regressionsanalyse wurde zundchst mit allen Variablen durchgefiihrt
und dann durch eine schrittweise Selektion fokussiert, basierend auf den Akaike
information criterion (AIC). Zur internen Validierung diente eine Bootstrap Analyse

mit 500 Wiederholungen.

Zusitzlich wurde als explorative Analyse ein Regressionsbaum erstellt, um
Markerkonstellationen mit besonders hohem Sterberisiko zu identifizieren. Diese
Technik  kombiniert einen  Algorithmus  rekursiver  Partitionierung  und
Permutationstests, um zu bestimmen ob eine signifikante Assoziation zwischen einer
Kovariablen und der Responsevariablen angenommen werden kann. Das Ergebnis wird
graphisch als Entscheidungsbaum dargestellt und liefert einen jeweiligen Hazard Ratio
(HR) fiir die gegebene Markerkonstellation. So wird zu jedem Attribut ein Schwellwert
gesucht, der eine optimale Trennung der Daten in Bezug auf die ZielgroBe (das
Uberleben) zulidsst. Die Attribute sind hierbei hierarchisch gegliedert. Je hoher der
Informationsgehalt eines Attributs in Bezug auf die Zielgrofle, desto weiter oben im
Entscheidungsbaum findet sich dieses. Jeder Aufteilung ist ein p-Wert zugeordnet,

welcher durch einen Permutationstest ermittelt wurde.

Fiir die statistischen Analysen wurden die Software GraphPad Prism Version 5.0a

(GraphPad, San Diego, CA, USA) sowie die Statistical Software R Version 3.1.0 (R
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Development Core Team, 2014) verwendet. P-Werte unter 0,05 wurden als signifikant

angesehen.
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3 Ergebnisse

3.1 Die Expression des TRAIL-Systems in follikuliren

Schilddriisenkarzinomen

Zur Evaluation der Expression des TRAIL-Systems und ihrer Bedeutung fiir die
Prognose des follikuldren Schilddriisenkarzinoms wurden Tissue micro arrays (TMA)
mit Gewebeproben von 44 Patienten mittels HRP-Immunhistochemie geférbt. Die
TMAs enthielten Proben aus Tumor sowie jeweils korrespondierendem Normalgewebe
und, soweit vorhanden, Lymphknotenmetastasen, Fernmetastasen und Rezidiven. Eine

Ubersicht der Patientencharakteristika liefert Tabelle 17.

Untersucht wurde die Expression von TRAIL und seinen Rezeptoren DR4/TRAIL-R1,
DRS/TRAIL-R2, DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4.

Die Auswertung der Daten und ihre Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern
sowie dem Gesamtiiberleben erfolgte entsprechend den REporting recommendations for

tumour MARKer prognostic studies (REMARK) [178].

3.1.1 Expression von TRAIL und TRAIL-Rezeptoren in Tumor- und

Normalgewebe

Zuniachst wurde die Expression von TRAIL und TRAIL-Rezeptoren in Tumor- und
Normalgewebe miteinander verglichen. Es ergaben sich fiir alle untersuchten Proteine
signifikante Unterschiede in der Expression zwischen Tumor und Normalgewebe

(Abbildung 9)

Die IRS-Werte fiir TRAIL (p < 0,001), DR4/TRAIL-R1 (p < 0,001), DRS/TRAIL-R2 (p
< 0,001), DcR1/TRAIL-R3 (p < 0,001) und DcR2/TRAIL-R4 (p < 0,05) waren in den
Proben aus Tumorgewebe signifikant hoher als in den Proben aus Normalgewebe. Bei
Patienten mit follikuldarem Schilddriisenkarzinom zeigte also Tumorgewebe eine
signifikant hohere Expression von TRAIL und seinen Rezeptoren verglichen mit

Normalgewebe.
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Tabelle 17: Patientencharakteristika

Merkmal Anzahl Patienten (%)
Total 44 (100)
Alter
Median (von - bis) 59 (17-85)
Geschlecht
Mainnlich 19 (43)
Weiblich 25 (57)
Art der Operation
Hemithyreoidektomie 3(7)
Mit unilateraler ND 1(2)
Subtotale Thyreoidektomie 11 (25)
Mit unilateraler ND 4(9)
Mit zentraler LA 1(2)
Totale Thyreoidektomie 7 (16)
Mit zentraler LA 4(9)
Mit unilateraler ND 2(5)
Muit bilateraler ND 11 (25)
T-Stadium
T1/2 24 (55)
T3/4 20 (45)
Lymphknotenstatus
NO 41 (93)
NI a/b 3(7)
Fernmetastasierung
MO 38 (86)
Ml 6 (14)
UICC-Stadium
UICC 1/2 22 (50)
UICC 3/4 22 (50)
Invasivitit
Minimal 21 (48)
Grob 20 (45)
Unbekannt 3(7)
Rezidiv
Nein 18 (41)
Ja 9 (20)
Unbekannt 17 (39)

ND = Neck Dissection, LA = Lymphadenektomie, UICC = Union internationale contre le
cancer
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Abbildung 9: Vergleich der Expression in Tumor und Normalgewebe von Patienten mit
FTC.

Repréasentative immunhistochemische Féarbungen von DR4/TRAIL-R1, DRS5/TRAIL-R2,
DcR1/TRAIL-R3, DcR2/TRAIL-R4, TRAIL in Tumor- und Normalgeweben in 20-facher
VergroBerung (Balken in der oberen linken Ecke entspricht 50 um). Alle Beispielbilder zeigen
starke Féarbungen, entsprechend einem IRS = 12. Die Box-Plots zeigen den Median, das obere
und untere Quartil sowie das Probenmaximum und -Minimum. *, p <0,05; *** p <0,001.
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3.1.2 Assoziation der Expression von TRAIL und TRAIL-Rezeptoren mit

klinischen Parametern

Um eine Assoziation zwischen der Expression von TRAIL und seinen Rezeptoren
sowie klinisch-pathologischen Daten zu untersuchen wurden zunéchst die IRS zwischen
einzelnen Gruppen fiir jedes klinische Merkmal verglichen. Die immunhistochemische
Analyse ergab unterschiedliche Expressionsmuster in Zusammenhang mit mehreren
klinisch-pathologischen Parametern (Abbildung 10). Die Merkmale Lymphknotenstatus
und Fernmetastasierung konnten aufgrund zu geringer Fallzahlen nicht hinsichtlich
ihrer Assoziation mit der Expression untersucht werden. Einzelne Proben gingen
methodenbedingt, z.B. durch Abschwimmen wihrend des Farbeprozesses verloren und
konnten nicht ausgewertet werden, dadurch ergeben sich abweichende
Stichprobengroflen. So fehlen jeweils Proben von drei Patienten fiir DcR1/TRAIL-R3
(n = 41), DcR2/TRAIL-4 (n = 41) und DR5/TRAIL-R2 (n = 41) sowie eine Probe fiir
DR4/TRAIL-R1 (n = 43) und zwei Proben fiir TRAIL (n = 42).

Patienten mit einem FTC in den Stadien T 3/4 (p < 0,01) sowie UICC III/IV (p < 0,05)
zeigten eine signifikant hohere Expression von DcR1/TRAIL-R3 gegeniiber den
niedrigeren Tumorstadien. Vergleichbare Ergebnisse wurden fiir den Rezeptor
DcR2/TRAIL-R4 beobachtet. Auch hier zeigten Patienten mit einem FTC in den
Stadien T 3 und T 4 (p < 0,05) sowie UICC III und UICC IV (p < 0,01) eine signifikant
hohere Expression gegeniiber den Patienten mit niedrigeren Tumorstadien. Aullerdem
war die Expression von DcR2/TRAIL-R4 signifikant hoéher in grob-invasiven
Karzinomen als in minimal-invasiven Karzinomen (p < 0,05). Fiir den Todesrezeptor
DRS5/TRAIL-R2 zeigte sich ebenfalls, dass Patienten mit hoheren Tumorstadien T 3 und
T 4 (p <0,05) oder UICC I und UICC IV (p < 0,05) signifikant hohere Expressionen
aufwiesen als Patienten mit niedrigerem Tumorstadium. Keine signifikanten
Unterschiede konnten fiir die Expression von TRAIL sowie DR4/TRAIL-R1 im
Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern beobachtet werden. Ebenso
konnten in den Untergruppen der Merkmale Alter und Geschlecht keine signifikanten

Expressionsunterschiede festgestellt werden.
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Abbildung 10: Expressionslevel von TRAIL-Rezeptoren und ihre Assoziation mit klinisch-
pathologischen Parametern im follikuldren Schilddriisenkarzinom.

Die Box-Plots zeigen den Median, das obere und untere Quartil sowie das Probenmaximum und
-minimum aufgetragen fiir die jeweilige klinisch-pathologische Variable. *, p < 0,05; ** p <
0,01.

Zusitzlich erfolgte im Anschluss die Kategorisierung der Expressionslevel in niedrig (<
Median) und hoch (> Median) und die Bewertung eines moglichen Zusammenhangs
zwischen klinischen Parametern und IRS mithilfe des Fisher’s exact Tests (Tabellen 18-
20). Fiir den Rezeptor DR5/TRAIL-R2 wurde aufgrund der besonderen Datenverteilung
mit sehr vielen maximalen IRS-Werten die Expressionsstirke in niedrig (< Mean) und
hoch (> Mean) eingeteilt. So konnte die Assoziation hoher Expressionslevel der
Rezeptoren DcR1/TRAIL-R3, DcR2/TRAIL-R4 und DRS/TRAIL-R2 mit hoheren
Tumorstadien bestdtigt werden. Es zeigte sich eine signifikante positive Korrelation von
hoher DcR1/TRAIL-R3 Expression mit hohem T-Status (p < 0,05) sowie mit hohem
UICC-Stadium (p < 0,05) und dem Auftreten von Rezidiven (p < 0,05, Tabelle 18). Ein
hohes DcR2/TRAIL-R4 Expressionslevel korrelierte erwartungsgeméf ebenfalls positiv
mit einem hohen T-Status (p < 0,01) und UICC-Stadium (p < 0,01), sowie mit dem
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Auftreten von Rezidiven (p < 0,01). AuBBerdem konnte eine positive Korrelation mit

grob-invasivem Wachstum (p < 0,01) beobachtet werden (Tabelle 18).

Tabelle 18: Korrelation zwischen DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 Expression und
klinisch-pathologischen Merkmalen.

Statistische Auswertung mittels Fisher’s exact Test.

DcR1/TRAIL-R3

Merkmal
Niedrig
n =18 (%)
Alter
< Median 10 (56)
> Median 8 (44)
Geschlecht
Minnlich 7 (39)
Weiblich 11(61)
T-Status
T1/2 14 (78)
T3/4 4 (22)
LK-Metastase
NO 17 (94)
Nla/b 1 (6)
Fernmetastasen
MO 16 (89)
M1 2(11)
UICC-Stadium
UICC 1/2 13 (72)
UICC 3/4 5(28)
Niedrig
n =12 (%)
Rezidiv
Nein 11 (92)
Ja 1(8)
Niedrig
n =17 (%)
Invasivitat
Minimal 12 (71)
Grob 5(29)

Hoch

n =23 (%)

12 (52)
11 (48)

11 (48)
12 (52)

9 (39)
14 (61)

21 (91)
209

19 (83)
4(17))

8 (35)
15 (65)

Hoch
n =13 (%)

6 (46)
7 (54)

Hoch
n =22 (%)

9 (41)
13 (59)

p-Wert

1,0

0,752

0,025

1,0

0,679

0,028

0,030

0,106

DcR2/TRAIL-R4

Niedrig
n =17 (%)

9 (53)
8 (47)

5(29)
12 (71)

14 (82)
3 (18)

17 (100)
0(0)

15 (88)
2 (12)

14 (82)
3 (18)

Niedrig
n =10 (%)

10 (100)
0 (0)

Niedrig
n=17 (%)

13 (76)
4 (24)

Hoch
n =24 (%)

12 (50)
12 (50)

13 (54)
11 (46)

9 (38)
15 (62)

21 (88)
3(12)

20 (83)
4(17)

7 (29)
17 (71)

Hoch
n =15 (%)

7 (47)
8 (53)

Hoch
n =22 (%)

7 (32)
16 (68)

p-Wert

1,0

0,201

0,0096 **

0,254

1,0

0,0013  **

0,0077 **

0,0095 **

LK = Lymphknoten, UICC = Union internationale contre le cancer, *, p <0,05; **, p <0,01

Fiir den Rezeptor DR4/TRAIL-R1 ergab sich kein signifikanter Zusammenhang mit

klinischen Parametern. Eine hohe Expression des Rezeptors DRS/TRAIL-R2 konnte

dagegen signifikant positiv mit hohem T-Status (p < 0,005), hohem UICC-Stadium (p <

0,005) sowie grob-invasivem Wachstum (p < 0,05) assoziiert werden (Tabelle 19).
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Tabelle 19: Korrelation zwischen DR4/TRAIL-R1 und DRS5/TRAIL-R2 Expression und

klinisch-pathologischen Merkmalen.
Statistische Auswertung mittels Fisher’s exact Test.

Merkmal
Niedrig
n =20 (%)
Alter
< Median 9 (45)
> Median 11 (55)
Geschlecht
Minnlich 9 (45)
Weiblich 11 (55)
T-Status
T1/2 11 (55)
T3/4 9 (45)
LK-Metastase
NO 18 (90)
Nla/b 2 (10)
Fernmetastasen
MO 17 (85)
M1 3 (15)
UICC-Stadium
UICC 1/2 10 (50)
UICC 3/4 10 (50)
Niedrig
n =13 (%)
Rezidiv
Nein 10 (77)
Ja 3(23)
Niedrig
n=19 (%)
Invasivitat
Minimal 11 (58)
Grob 8 (42)

DR4/TRAIL-R1

Hoch

n =23 (%)

13 (57)
10 (43)

10 (43)
13 (57)

12 (52)
11 (48)

22 (96)

1(4)

20 (87)

3 (13)

11(48)
12 (52)

Hoch

n =13 (%)

8 (62)
5(38)

Hoch

n =22 (%)

10 (45)
12 (55)

p-Wert

0,5467

1,0

1,0

0,590

1,0

1,0

0,673

0,5359

DRS/TRAIL-R2
Niedrig Hoch
n=22(%) n=19 (%)
11 (50) 947)
11 (50) 10 (53)
9@41) 947)
13 (59) 10 (53)
17 (77) 4 (21)
5(23) 15 (79)
22 (100) 16 (84)
0 (0) 3 (16)
19 (86) 16 (84)
3(14) 3 (16)
16 (73) 3 (16)
6 (27) 16 (84)
Niedrig Hoch
n=14 (%) n=11(%)
11 (79) 6 (55)
3(21) 5(45)
Niedrig Hoch
n=20(%) n=19 (%)
14 (70) 6 (32)
6 (30) 13 (68)

p-Wert

1,0

0,758

0,0005

0,091

1,0

0,0004

0,389

0,0256

*kk

*kk

*

LK = Lymphknoten, UICC = Union internationale contre le cancer, *, p < 0,05; ** p < 0,01;

k1 < 0,005

Die Expressionsstiarke des TRAIL-Liganden ergab keinen signifikanten Zusammenhang

mit einem der gepriiften klinisch-pathologischen Merkmale (Tabelle 20).
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Tabelle 20: Korrelation zwischen TRAIL Expression und
klinisch-pathologischen Merkmalen.
Statistische Auswertung mittels Fisher’s exact Test.

Merkmal TRAIL
Niedrig Hoch p-Wert
n =16 (%) n =126 (%)
Alter
< Median 8 (50) 13 (50)
> Median 8 (50) 13 (50) 1,0
Geschlecht
Minnlich 6 (38) 12 (46)
Weiblich 10 (62) 14 (54) 0,750
T-Status
T1/2 10 (62) 13 (50)
T3/4 6 (38) 13 (50) 0,530
LK-Metastase
NO 16 (100) 23 (88)
Nla/b 0 (0) 3(12) 0,275
Fernmetastasen
MO 15 (94) 21 (81)
M1 1 (6) 5(19) 0,380
UICC-Stadium
UICC 1/2 9 (56) 12 (46)
UICC 3/4 7 (44) 14 (54) 0,751
Niedrig Hoch
n=9 (%) n =16 (%)
Rezidiv
Nein 6 (67) 11 (69)
Ja 3(33) 531 1,0
Niedrig Hoch
n=16 (%) n =25 (%)
Invasivitat
Minimal 9 (56) 11 (44)
Grob 7 (44) 14 (56) 0,530

LK = Lymphknoten, UICC = Union internationale contre le cancer
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Analysiert man darauthin die Korrelationen der Rezeptorexpressionen untereinander,
fallen lineare Zusammenhinge der Expressionsstirken von DcR1/TRAIL-R3 und
DcR2/TRAIL-R4 (r = 0,5966, p < 0,0001), von DcR1/TRAIL-R3 und DR4/TRAIL-R1
(r =0,3357, p <0,05), DcRI/TRAIL-R3 und DR5/TRAIL-R2 (r = 0,6464, p < 0,0001)
sowie von DcR2/TRAIL-R4 und DR5/TRAIL-R2 (r = 0,4659, p < 0,01) auf. Proben mit
starker DcR2/TRAIL-R4 Expression exprimierten dementsprechend ebenfalls stark
DRS5/TRAIL-R2 (Tabelle 21).

Tabelle 21: Korrelationen der Rezeptor-Expressionslevel untereinander.
Statistische Auswertung mittels Spearman Test.

Paar p-Wert Spearman-
Rangkorrelationskoeffizient (rs)
DcR1, DcR2 <0,0001 0,5966
DcR1, DR4 0,0319 0,3357
DcR1, DRS <0,0001 0,6464
DcR2, DR4 0,1289 0,2411
DcR2, DRS 0,0028 0,4659
DR4, DR5 0,3448 -0,1557

3.1.3 Korrelation der TRAIL und TRAIL-Rezeptor Expression mit dem
Uberleben

Um die Expression von TRAIL und seinen Rezeptoren als outcome-relevante Faktoren
im FTC zu bewerten, wurde in univariaten Uberlebensanalysen das Uberleben von
Patienten mit niedriger Expressionsstirke (< Median) mit dem Uberleben von Patienten
mit hoher Expressionsstirke (> Median) verglichen und mithilfe des Log-Rank Tests
auf Signifikanz gepriift (Abbildung 11). Ausreichende klinische Daten zum
Gesamtiiberleben standen von 38 Patienten zur Verfiigung, das mediane
Gesamtiiberleben betrug 47 Monate (0 — 197 Monate). Angaben zum Rezidiv-freien
Uberleben lagen von 26 Patienten vor, im Median betrug es 43 Monate (2 — 137
Monate).

Es konnte ein signifikanter Effekt der DcR1/TRAIL-R3 Expressionsstirke auf die
Uberlebenszeit der Patienten festgestellt werden (p < 0,05).

Das Uberleben bei hoher DcR1/TRAIL-R3 Expression lag im Median bei 68,0
Monaten, bei den Patienten mit niedriger DcRI/TRAIL-R3 Expression ist im
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Beobachtungszeitraum im Sinne der Fragestellung kein Patient gestorben (HR = 6,04;
95% CI: 1,49 — 24,50). Ebenso wurde ein signifikanter Effekt der DcR1/TRAIL-R3
Expressionsstirke auf das rezidivfreie Uberleben der Patienten mit follikulirem
Schilddriisenkarzinom beobachtet (p < 0,01). Das rezidivfreie Uberleben bei hoher
Expression lag im Median bei 30,0 Monaten, bei niedriger Expression lag es im Median

bei 109,0 Monaten (HR = 6,31; 95% CI: 1,63 — 24,48).

Patienten mit hoher Expression von DcRI1/TRAIL-R3 hatten also eine signifikant

kiirzere Gesamt- und rezidivfreie Uberlebenszeit und somit eine schlechtere Prognose.

Auch fiir DcR2/TRAIL-R4 korrelierte die Expressionsstirke signifikant invers mit der
Uberlebenszeit der Patienten (p < 0,05). Das Uberleben bei hoher Expression lag im
Median bei 68,0 Monaten. Von den Patienten mit niedriger Expression ist im
Beobachtungszeitraum im Sinne der Fragestellung kein Patient gestorben (HR = 5,43;
95% CI: 1,41 — 20,99). Ebenso wurde ein signifikanter Effekt der DcR2/TRAIL-R4
Expressionsstirke auf das rezidivfreie Uberleben der Patienten mit follikulirem
Schilddriisenkarzinom beobachtet (p < 0,05). Das rezidivfreie Uberleben bei hoher
Expression lag im Median bei 36,0 Monaten. Unter den Patienten mit niedriger

Expression trat kein Rezidiv auf (HR = 6,40; 95% CI: 1,39 — 29,44).

Patienten mit hoher Expression von DcR2/TRAIL-R4 hatten also eine signifikant

kiirzere Gesamt- und rezidivfreie Uberlebenszeit und somit eine schlechtere Prognose.

Zusammenfassend identifizierten wir die Expressionen von DcRI1/TRAIL-R3 und
DcR2/TRAIL-R4 in der univariaten Uberlebensanalyse als mogliche pridiktive
Faktoren fiir die Prognose des FTC. Auflerdem konnte ein signifikant negativer Einfluss
grob-invasiven Wachstums gegeniiber minimal-invasivem Wachstum auf das

Gesamtiiberleben nachgewiesen werden (HR = 5,543; 95% CI: 1,37 —22,41; p <0,05).
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Abbildung 11: Kaplan-Meier Kurven fiir Gesamtiiberleben und rezidivfreies Uberleben
bezogen auf den IRS

Signifikanz der Unterschiede zwischen hoher (> Median) und niedriger (< Median) Expression
von DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4, berechnet mittels Log-Rank Test.

Im Anschluss an die univariaten Analysen diente die multivariate Cox-
Regressionsanalyse der Identifizierung unabhingiger Prognosemarker fiir das FTC.
Dafiir wurde zunéchst ein Regressionsbaum erstellt, welcher eine Hierarchisierung der
einzelnen Parameter beziiglich ihrer Relevanz fiir das Uberleben erlaubt (Abbildung
12). In dieser explorativen Analyse konnte DcR2/TRAIL-R4 als wichtigster Faktor fiir
das Gesamtiiberleben der Patienten des untersuchten Kollektivs nachgewiesen werden.
Bei einem IRS > 9,5 fiir DcR2/TRAIL-R4 im Primértumor wiesen die Patienten ein 3-
fach hoheres Mortalititsrisiko auf. Als untergeordneter Risikofaktor bei niedriger
DcR2/TRAIL-R4 Expression stellte sich die Expression von DcR1/TRAIL-R3 heraus.
Bei diesen Patienten beeinflusst eine niedrige Expression von DcR1/TRAIL-R3 das
Uberleben positiv, bei hoher DcR1/TRAIL-R3 Expression > 3,5 ist das Alter bei
Erstdiagnose (ED) entscheidend. Hohe DcR1/TRAIL-R3 Expression + Alter bei ED >
64,5 gehen mit einem 1,5-fach erhdhtem Mortalitdtsrisiko einher. Dagegen haben
Patienten mit hoher DcR1/TRAIL-R3 Expression und einen Alter bei ED < 64,5 kein
erhohtes Sterberisiko. Die Expression von DcR2/TRAIL-R4 und das Alter bei ED

konnten entsprechend als bedeutendste Faktoren fiir das Mortalitdtsrisiko von Patienten
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mit FTC identifiziert werden. Der Regressionsbaum stellt eine rein explorative

statistische Analyse dar und ermdglicht keine Aussagen tiber statistische Signifikanzen.

DcR2
IRS<9,5 IRS>9,5
DcR1
IRS<3,5 IRS>3,5 HR=3,0
HR =0,2 Alter bei ED
< 64,5 > 64,5
HR=0,5 HR=1,5

Abbildung 12: Uberlebens-Regressionsbaum zur Identifizierung von Patienten mit
erhohtem Mortalititsrisiko.
HR = Hazard Ratio, IRS = Immunreaktiver Score, ED = Erstdiagnose

Aufgrund der geringen Anzahl von Patienten mit positivem Lymphknotenstatus und
Metastasierung ergaben sich fiir das UICC-Stadium sowie fiir das T-Stadium &hnliche
Verteilungsmuster beziiglich der Sterberate, sodass eine Kombination beider Faktoren
in einer Multivariaten Analyse nicht mdglich war. Aufgrund des komplexen Charakters
des UICC-Stadiums konzentrierten wir uns in der anschlieBenden Analyse auf dieses
Merkmal. Die multivariate Cox-Analyse wurde zundchst mit allen Variablen
durchgefiihrt und offenbarte eine hohe DcR2/TRAIL-R4 Expression (HR = 1,459, 95%
CI=1.047 - 2.034, p = 0.026) sowie hohes Alter bei ED (HR = 1,067, 95% CI = 1,004
— 1,135, p = 0,038) als unabhiingige negative prognostische Marker fiir das Uberleben
von Patienten mit FTC. Die erneute Cox-Regression nach schrittweiser Variablen-
Auswahl in Ubereinstimmung mit den Akaike information criterion (AIC) verdeutlichte
die Ergebnisse fiir die Risikofaktoren DcR2/TRAIL-R4 (HR = 1,427, 95% CI =1,130 —
1,803, p = 0,003) und Alter bei ED Expression (HR = 1,080, 95% CI = 1,018 — 1,146, p
=0,011).
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Die multivariate Analyse bestdtigte also die Assoziation hoher DcR2/TRAIL-R4
Expressionen mit kiirzerem Gesamtiiberleben und identifizierte neben der
DcR2/TRAIL-R4 Expression das Alter bei ED als unabhidngigen prognostischen
Marker fiir das FTC.

Tabelle 22: Univariate Uberlebensanalyse

Variable HR “l p-Wert
(lower-upper 95 %)

Alter bei ED 2.225 0.644 - 7.694 0.206
Geschlecht 0.485 0.130 - 1.808 0.281

T1/2 vs. T3/4 3.038 0.820 - 11.250 0.096

UICC I/lT vs. UICC II/TV 2.503 0.67 - 9.358 0.173
Minimal vs. grob invasiv 8.428 1.378 - 22.300 0.016 *
DR4/TRAIL-R1 3.099 0.731 -13.130 0.215
DRS/TRAIL-R2 3.882 0.626 - 24.090 0.145
DcRI1/TRAIL-R3 6.041 1.490 - 24.500 0.012 *
DcR2/TRAIL-R4 5.787 1.410 - 22.990 0.016 *
TRAIL 0.401 0.088 - 1.817 0.236

CI = confidence interval;, HR = Hazard Ratio; ED = Erstdiagnose; UICC = Union international contre le
cancer; * p <0,05

Tabelle 23: Multivariate Ubelebensanalyse

CI

Variable HR (untere- obere 95 %) p-Wert
Alter bei ED 1.067 1.004 - 1.135 0.038 *
Geschlecht 0.578 0.080 - 4.199 0.588

UICC /1T vs. UICC ITII/TV 0.496 0.039 - 6.329 0.590
Minimal vs. grob invasiv 4.166 0.313 - 55.403 0.280
DR4/TRAIL-R1 0.966 0.725 - 1.288 0.814
DRS/TRAIL-R2 0.939 0.630 - 1.401 0.760
DcRI1/TRAIL-R3 1.108 0.842 - 1.458 0.464
DcR2/TRAIL-R4 1.459 1.047 - 2.034 0.026 *
TRAIL 0.872 0.573 - 1.328 0.525

CI = confidence interval; HR = Hazard Ratio; ED = Erstdiagnose; UICC = Union international contre le
cancer; * p < 0,05
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Tabelle 24: Multivariate Uberlebensanalyse nach schrittweiser Variablenauswahl

CI
Variable HR p-Wert
(lower-upper 95 %)
Alter bei ED 1.080 1.018 - 1.146 0.011
DcR2/TRAIL-R4 1.427 1.130 - 1.803 0.003

*

*%

CI = confidence interval; HR = Hazard Ratio; ED = Erstdiagnose; * p < 0,05; ** p < 0,01

3.2 Das TRAIL-System in der FTC Zelllinie TT2609-C02

Um das TRAIL-System als potenzielles therapeutisches Ziel im FTC zu untersuchen
wurden Zellkulturversuche an der FTC Zelllinie TT2609-C02 durchgefiihrt. Diese
umfassten zunichst die Expressionsanalyse verschiedener Mitglieder und Gegenspieler
des TRAIL-Signalwegs auf RNA- und Proteinebene sowie eine genetische Analyse der
Todesrezeptoren auf Mutationen. Im néchsten Schritt wurde dann die Wirkung von
rekombinantem TRAIL alleine und in Kombination mit [AP-Inhibitoren auf die FTC

Zellen untersucht.

3.2.1 RNA-Expression des TRAIL-Liganden und seiner Rezeptoren

Die RNA-Expression der TRAIL-Spleiflvarianten und -Rezeptoren in der Zelllinie
TT2609-C02 wurde mittels quantitativer Real Time PCR untersucht (Abbildung 13). Es
konnte eine starke Expression des Liganden TRAIL-a (M = 3,82, SD = 1,26) sowie der
Apoptose-vermittelnden Rezeptoren DR4/TRAIL-R1 (M = 4,56, SD = 0,58) und
DRS5/TRAIL-R2 (TRICK2A: M = 2,33, SD = 0,64 und TRICK2B: M = 3,16, SD =
0,67) gezeigt werden. Die iibrigen TRAIL-SpleiBvarianten TRAIL-f (M = 1,35, SD =
1,26) und TRAIL-y (M = 1,02, SD = 0,31) sowie die decoy-Rezeptoren DcR1/TRAIL-
R3 (M = 0,44, SD = 0,32) und DcR2/TRAIL-R4 (M = 1,22, SD = 0,31), waren im
Vergleich zur Referenzprobe kaum verstirkt bzw. sogar stark vermindert exprimiert.
Die statistische Analyse mittels Kruskal-Wallis Test sowie Dunn’s multiple comparison
post hoc Test ergab signifikante Expressionsunterschiede lediglich zwischen den

Rezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DcR1/TRAIL-R3; p <0,05.
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Abbildung 13: RNA-Expression des TRAIL-Liganden und seiner Rezeptoren.

Die relative RNA-Expression der Spleilvarianten des TRAIL-Liganden und seiner Rezeptoren,
normalisiert zu GAPDH und bezogen auf die Kontrollprobe cDNA aus universeller humaner
Referenz-RNA. Gezeigt werden Mittelwerte und Standardabweichung aus 3 unabhéngigen
Experimenten. * p <0,05

3.2.2 Protein-Expression am TRAIL-Signalweg beteiligter Proteine

Die Grundexpression von TRAIL und seinen Rezeptoren sowie der inhibitor-of-
apoptosis Proteine in der FTC Zelllinie TT2609-C02 wurde auf Proteinebene mittels

Western Blot untersucht.

Abbildung 14 zeigt die Expression der TRAIL-Rezeptoren DR4/TRAIL-RI1,
DRS/TRAIL-R2, DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 sowie des TRAIL-Liganden.
Die Zellen wiesen eine starke Grundexpression der Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1
und DRS/TRAIL-R2 auf. Die decoy-Rezeptoren, insbesondere DcR2/TRAIL-R4
konnten nur als schwache Expressionsbanden detektiert werden. Eine Detektion des

TRAIL-Proteins war nicht moglich.
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Abbildung 14: Proteinexpression von TRAIL-Ligand und -Rezeptoren in TT-2609-C02.
Detektion mittels Western Blot. Als Ladungskontrolle diente GAPDH oder a-Tubulin.

Weiterhin konnte in der Zelllinie TT2609-C02 eine starke Grundexpression der
Apoptose-inhibitorischen Proteine Survivin, XIAP, cIAP1 und cIAP2 nachgewiesen
werden (Abbildung 15).

kDa kDa
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Abbildung 15: Proteinexpression der Apoptose-inhibitorischen Proteine in TT-2609-C02.
Detektion mittels Western Blot. Als Ladungskontrolle diente GAPDH oder a-Tubulin.

3.2.3 Mutationsanalyse der Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-
R2

Zur Untersuchung der Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DRS/TRAIL-R2 auf
Mutationen, welche fiir das unterschiedliche Resistenzverhalten von Tumorzellen
gegenliber TRAIL verantwortlich sein konnen, wurde aus der Zelllinie TT2609-C02

DNA isoliert und mithilfe spezifischer Primer amplifiziert, um bestimmte
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Genabschnitte zu sequenzieren. Die kodierende Region der Todesrezeptoren, welche
auf Chromosom 8§ in der Position p21-22 lokalisiert sind besteht aus 10 Exons und 9
Introns. Dabei bilden die Exons 1-5 die extrazellulire Domédne und das Exon 10 die
intrazellulire Todesdoméne (DD; death domain). Diese Exons wurden nach
Literaturrecherche, aufgrund in anderen Malignomen beschriebener Polymorphismen

und Mutationen, zur Sequenzierung ausgewahlt.

Es wurden Veridnderungen in der DNA des Rezeptors DR4/TRAIL-R1 gefunden. Im
Exon 3 wurde eine missense Mutation im Nukleotid 422 identifiziert, die ein Guanin in
ein Adenin tauscht (G422A), daraus resultiert in der Aminoséuresequenz der Ersatz
eines Arginins durch ein Histidin. AuBlerdem identifizierten wir in Exon 4 eine missense
Mutation im Nukleotid 626 mit dem Austausch eines Cytosins gegen ein Guanin
(C626G), woraus der Ersatz eines Threonins durch ein Arginin resultierte. In Exon 5
wurde der Austausch eines Adenosins gegen ein Cytosin im Nukleotid 683 (A683C)
festgestellt, mit der Folge der Substitution eines Glutamats durch ein Alanin (Abbildung
16).

Im ebenfalls analysierten Rezeptor DRS/TRAIL-R2 konnten in der Zelllinie TT2609-

CO02 keine Mutationen oder Polymorphismen identifiziert werden.

Extrazelluldre Domane Intrazelluldre Domane
------------------ L e e e =
™ DD
«-> «->
el e2 e3 e4 e5e6 e7 e8 e9 el0
TRAIL-RI/DR4 M T T T TN | |

/TN

G422A  C626G A683C

Abbildung 16: Mutationsanalyse des Rezeptors DR4/TRAIL-R1.

Exons (el - el0) sind als schwarze Rechtecke, Introns als weille Rechtecke markiert.
Proteindominen sind als gestrichelte Pfeile gekennzeichnet (TM = Transmembrane Doméne, DD
= death domain). Mit Pfeilen sind die gefundenen Sequenzvariationen in ihren Lokalisationen
markiert.
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3.2.4 Wirkung von rh-TRAIL auf FTC Zellen

Um den TRAIL-Signalweg als mdgliches therapeutisches Ziel zu untersuchen wurde
die Wirkung von rekombinantem humanen (rh-) TRAIL auf die FTC Zelllinie TT2609-
CO02 analysiert.

Mithilfe des CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay der Firma
Promega erfolgte die Bestimmung der Zellviabilitdt nach Behandlung mit rth-TRAIL in

einer aufsteigenden Konzentrationsreihe von 0,1 - 300 ng/ml.

Es zeigte sich eine konzentrationsabhidngige Reduktion der Zellviabilitit nach
Inkubation mit rth-TRAIL (Abbildung 17). Bei steigenden Wirkstoff-Konzentrationen
sank die Zahl der am Stoffwechsel teilnehmenden Zellen. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso) lag bei 27,7 ng/ml. Bei dieser Konzentration nahmen demnach 50

% der Zellen nicht mehr am ATP-Stoffwechsel teil.

5120-
©
= 1001
S B I
X
X 60-
ICcn: ~ 27,7 ng/ml
::t-g' 40- . 50 g
s 2
> 0 L] L] il L] L

0,1 023 1 3 1'0 30 100 30
rh-TRAIL Konzentration [ng/ml]

Abbildung 17: Zellviabilitit von TT2609-C02 nach Behandlung mit rh-TRAIL.
Halblogarithmische Darstellung am Stoffwechsel teilnehmender Zellen (in % Kontrolle) nach
Behandlung mit rh-TRAIL [0,1 ng/ml — 300 ng/ml] fiir 72 Stunden. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichung aus mindestens 3 unabhingigen Experimenten mit jeweiliger
Dreifachbestimmung. ICso = mittlere inhibitorische Konzentration.

Zur Untersuchung einer Apoptose-Induktion durch rh-TRAIL wurde mittels FACS-
Analyse der Anteil frith-apoptotischer (FITC+/PI-) und spét-apoptotischer (FITC+/PI+)
Zellen der Linie TT2609-C02 nach Behandlung mit rh-TRAIL in den Konzentrationen
0,3, 1, 3, 10 ng/ml bestimmt. Die statistische Auswertung mittels Kruskal-Wallis-Test
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ergab einen signifikanten Effekt der rh-TRAIL-Behandlung auf die Anteile friih-
apoptotischer FITC+/PI- Zellen (Abbildung 18 B; p < 0,0001), sowie spit-apoptotischer
FITC+/PI+ Zellen (Abbildung 18 C; p < 0,0001). Fasst man beide Populationen
zusammen, erhélt man die Gesamtapoptoserate (Abbildung 18 D; p <0,0001).
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Abbildung 18: Apoptoseraten in TT2609-C02 nach Behandlung mit rh-TRAIL.
FACS-Analyse nach Behandlung mit 0,3, 1, 3, 10 ng/ml th-TRAIL fiir 24 h im Vergleich zur
Losungsmittel-Kontrolle. A Représentatives Scatter Plot Ergebnis eines Experiments. B-D
Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens 3 unabhéngigen Experimenten fiir die
frithe (B) und spite Apoptose (C) sowie Gesamtapoptose (D). * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p <
0,001.

Mithilfe des Dunn’s multiple comparison post-hoc Tests erfolgte der Vergleich der
Gesamtapoptoserate der einzelnen Behandlungsgruppen miteinander auf einen
korrigierten o-Fehlerniveau (Tabelle 25). Hier zeigte sich, dass die rh-TRAIL-
Konzentration 3 ng/ml eine signifikante Steigerung der Gesamtapoptoserate gegeniiber
der Losungsmittel-Kontrolle (p < 0,001), sowie gegeniiber 0,3 ng/ml rh-TRAIL (p <
0,05) bewirkte. Aullerdem steigerte eine rh-TRAIL-Konzentration von 10 ng/ml die
Gesamtapoptoserate signifikant gegeniiber der Losungsmittel-Kontrolle (p < 0,001)
sowie gegeniiber 0,3 ng/ml rh-TRAIL (p < 0,001) und 1 ng/ml rh-TRAIL (p < 0,05).
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Tabelle 25: Unterschiede der Gesamtapoptoseraten nach rh-TRAIL-Behandlung.
Signifikanztestung mittels Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s multiple comparison post hoc Test.

rh-TRAIL [ng/ml] p-Wert rh-TRAIL [ng/ml] p-Wert
0vs. 0,3 ns 0,3vs. 3 *
Owvs. 1 ns 0,3 vs. 10 *kk
0vs.3 ok Ivs.3 ns
0vs. 10 ok 1 vs.10 *
0,3vs. 1 ns 3vs. 10 ns

*p <0,05, ** p <0,01, *** p < 0,001, ns = nicht signifikant

3.2.5 Wirkung der IAP-Inhibitoren GDC-0152 und Birinapant auf FTC Zellen

Zum Erreichen einer Sensitivierung der Zellen fiir die TRAIL-induzierte Apoptose mit
dem Ziel der Uberwindung von Resistenzen bzw. einer Reduktion der erforderlichen
Dosis sollte th-TRAIL mit den IAP-Inhibitoren GDC-0152 und Birinapant kombiniert
werden. Es wurde dafiir zunéchst der alleinige Effekt der einzelnen Substanzen auf die

Zellviabilitit und Apoptose in der Zelllinie TT2609-C02 untersucht.

Zellviabilitat und Apoptose nach Behandlung mit GDC-0152

Die Ergebnisse des Viabilititsassays nach Behandlung mit dem IAP-Inhibitor GDC-
0152 in den Konzentrationen 3 nM bis 10 uM ergaben keine konzentrationsabhéngige

Wirkung auf die Viabilitdt der Zellen der Linie TT2609-C02 (Abbildung 19).
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Abbildung 19: Zellviabilitit nach Behandlung mit GDC-0152.

Halblogarithmisch aufgetragen ist der prozentualen Anteil am Stoffwechsel teilnehmender
Zellen nach Behandlung mit GDC-0152 [3 nM — 10 pM] fiir 72 h. Dargestellt sind Mittelwerte
und Standardabweichung aus mindestens 3 unabhingigen Experimenten mit jeweiliger
Dreifachbestimmung.
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Zur Messung der apoptotischen Wirkung von GDC-0152 dienten FACS-Analysen mit
FITC Annexin und Propidiumiodid Farbung von TT2609-C02 Zellen nach 24-stlindiger
Behandlung mit 1, 3, 10 uM GDC-0152 (Abbildung 20). Es zeigten sich im Kruskal-
Wallis Test weder signifikante Unterschiede der frith-apoptotischen FITC+/PI-
Population (Abbildung 20 B) noch der spit-apoptotischen FITC+/PI+ Population
(Abbildung 20 C). Dementsprechend fanden sich zusammengefasst keine signifikanten
Unterschiede der Gesamtapoptoserate (Abbildung 20 D) nach der Behandlung mit
GDC-0152 in aufsteigenden Konzentrationen und somit keine apoptotische Wirkung

des IAP-Inhibitors auf die Zellen der Linie TT2609-C02.
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Abbildung 20: Apoptoseraten nach Behandlung mit GDC-0152.

FACS-Analyse nach Behandlung mit 1, 3, 10 uM GDC-0152 fiir 24 h im Vergleich zur
Kontrolle (Losungsmittel). A Exemplarische Scatter Plot Ergebnisse eines reprisentativen
Experiments. B-D Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens 3 unabhéngigen
Experimenten fiir friihe Apoptose (B), spiate Apoptose (C) und Gesamtapoptose (D).

Zellviabilitat und Apoptose nach Behandlung mit Birinapant

Die Ergebnisse des Viabilitidtsassays nach Behandlung mit Birinapant in den
Konzentrationen 3 nM bis 10 uM ergaben keine konzentrationsabhdngige Wirkung auf

die Viabilitét der Zellen der Linie TT2609-C02 (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Zellviabilitit nach Behandlung mit Birinapant.

Halblogarithmisch aufgetragen ist der prozentualen Anteil am Stoffwechsel teilnehmender
Zellen nach Behandlung mit Birinapant [3 nM — 10 uM] fir 72 h. Mittelwerte und
Standardabweichung aus mindestens 3 unabhingigen Experimenten mit jeweiliger
Dreifachbestimmung.

In der FACS-Analyse zur Testung der apoptotischen Wirkung von Birinapant zeigten
sich weder signifikante Unterschiede der friih-apoptotischen FITC+/PI- Population
(Abbildung 22 B) noch der spéat-apoptotischen FITC+/PI+ Population (Abbildung 22
C). Dementsprechend fanden sich zusammengefasst keine signifikanten Unterschiede
der Gesamtapoptoserate (Abbildung 22 D) nach der Behandlung mit Birinapant in
aufsteigenden Konzentrationen und somit keine apoptotische Wirkung des Smac-

Mimetikums auf die Zellen der Linie TT2609-C02.
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Abbildung 22: Apoptoseraten nach Behandlung mit Birinapant.

FACS-Analyse nach Behandlung mit 1, 3, 10 uM Birinapant fiir 24 h im Vergleich zur Kontrolle
(Losungsmittel). A Exemplarische Scatter Plot Ergebnisse eines représentativen Experiments. B-
D Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens 3 unabhidngigen Experimenten fiir
frithe Apoptose (B), spite Apoptose (C) und Gesamtapoptose (D).

3.2.6 Wirkung der Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und IAP-Inhibitoren auf FTC
Zellen

Nach Auswertung der alleinigen Effekte von rh-TRAIL sowie den Smac-Mimetika
GDC-0152 und Birinapant auf die Zellen erfolgte die kombinierte Behandlung zur

Untersuchung eines mdglichen sensitivierenden Effektes.

Um einen sensitivierenden Effekt mdglichst gut darstellen zu konnen wurden mit 0,3, 1
und 3 ng/ml rh-TRAIL und 1 uM GDC-0152 bzw. Birinapant niedrige Konzentrationen

mit sehr geringen alleinigen funktionellen Effekten gewéhlt.

Zellviabilitit und Apoptose nach Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und GDC-0152

Die Zellviabilitit nach Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und GDC-0152 wurde mithilfe des
CellTiter 96 Aqueous One Solution Cell Proliferation Assay bestimmt. Der zu
erwartende additive Effekt der kombinierten Behandlung auf die Zellviabilitdt wurde
errechnet und mit dem gemessenen Effekt verglichen. Die Differenz wurde als

Fractional Product nach Webb et al. angegeben und ist ein MaB fiir die Sensitivierung
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[172]. Werte groBer 0,1 werden als relevante Sensitivierung angesehen. Die Signifikanz
der Viabilititsunterschiede wurde aufBlerdem mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests
gepriift.

Es konnte gezeigt werden, dass die gemessene Zellviabilitit nach kombinierter
Behandlung mit TRAIL und GDC-0152 unter der durch additive Effekte der
Einzelsubstanzen erwarteten Viabilitit lag. Bei einer Kombination von 10 ng/ml TRAIL
+ 1 uM GDC-0152 konnte, verglichen mit dem erwarteten additiven Effekt ein
signifikant geringeres Uberleben gemessen werden (p < 0,01, FP = 0,3; Abbildung 23).
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Abbildung 23: Zellviabilitit nach Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und GDC-0152.
Prozentualer Anteil viabler Zellen nach Behandlung mit 0,3, 1, 3 und 10 ng/ml rh-TRAIL +/-
GDC-0152 1 puM fiir 72 Stunden. Mittelwerte und Standardabweichung aus mindestens 3
unabhéngigen Experimenten mit jeweiliger Dreifachbestimmung. FP = Fractional Product; ** p
<0,01.

Zur weiteren Untersuchung eines sensitivierenden Effektes der Ko-Inkubation von rh-
TRAIL mit dem [AP-Inhibitor GDC-0152 wurden mittels FACS-Analyse die Anteile
apoptotischer Zellen nach Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und GDC-0152 sowie nach
alleiniger Behandlung mit rh-TRAIL bestimmt und verglichen (Abbildung 24).
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Abbildung 24: Apoptoseraten nach Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und GDC-0152.
FACS-Analyse nach Behandlung mit 0,3, 1 und 3 ng/ml TRAIL +/- 1 uM GDC-0152 fiir 24
Stunden im Vergleich zur Losungsmittel-Kontrolle. A Exemplarische Scatter Plot Ergebnisse
eines reprisentativen Experiments. B-D Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens
3 unabhingigen Experimenten fiir frithe Apoptose (B), spite Apoptose (C) und Gesamtapoptose
(D). * p<0,05.

Die  statistische = Auswertung ergab  einen  signifikanten  Effekt  der
Kombinationsbehandlung auf die Anteile frith-apoptotischer FITC+/PI- Zellen
(Abbildung 24 B), sowie spit-apoptotischer FITC+/PI+ Zellen (Abbildung 24 C). Fasst
man beide Populationen zusammen, erhélt man die Gesamtapoptoserate (Abbildung 24
D). Fiir diese ergaben sich signifikante Sensitivierungen durch die Kombination von 1
uM GDC-0152 + 0,3 ng/ml rh-TRAIL gegeniiber 0,3 ng/ml rh-TRAIL (p < 0,05), sowie
die Kombination von 1 uM GDC-0152 + 3 ng/ml rh-TRAIL gegeniiber 3 ng/ml rh-
TRAIL (p <0,05).

Bestdtigend zu den Ergebnissen aus dem MTS-Assay konnte somit auch in der FACS-
Analyse ein sensitivierender Effekt des Smac-Mimetikums GDC-0152 auf die TRAIL-

induzierte Apoptose nachgewiesen werden.
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Zellviabilitit und Apoptose nach Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und Birinapant

Auch fiir die Kombination von rh-TRAIL und Birinapant konnte im Viabilitétsassay ein
synergistischer sensitivierender Effekt nachgewiesen werden. Das nach Ko-Inkubation
gemessene Uberleben lag deutlich unter dem durch additive Effekte der
Einzelsubstanzen erwarteten Uberleben (Abbildung 25). Die Behandlung mit 3 ng/ml
rh-TRAIL + 1 uM Birinapant bewirkte eine signifikante Reduktion der Zellviabilitit
verglichen mit dem erwarteten additiven Effekt (p < 0,01, FP = 0,47). Gleiches gilt fiir
die Inkubation mit 10 ng/ml rh-TRAIL + 1 uM Birinapant gegeniiber dem erwarteten
additiven Effekt (»p < 0,01, FP = 0,42).
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Abbildung 25: Zellviabilitit nach Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und Birinapant.
Prozentualer Anteil viabler Zellen nach Behandlung mit 0,3, 1, 3 und 10 ng/ml rh-TRAIL +/-
Birinapant 1 uM fiir 72 Stunden. Mittelwerte und Standardabweichung aus mindestens 3
unabhéngigen Experimenten mit jeweiliger Dreifachbestimmung. FP = Fractional Product; ** p
<0,01.

Zur weiteren Untersuchung eines sensitivierenden Effektes wurden auch nach Ko-
Inkubation mit rh-TRAIL und dem Smac-Mimetikum Birinapant mittels FACS-Analyse
die Anteile apoptotischer Zellen bestimmt und mit der alleinigen TRAIL-Behandlung
verglichen (Abbildung 26).

Die statistische Auswertung ergab einen signifikanten sensitivierenden Effekt der
Kombinationsbehandlung auf die Anteile friih-apoptotischer FITC+/PI- Zellen
(Abbildung 26 B) sowie spit-apoptotischer FITC+/PI+ Zellen (Abbildung 26 C).

Signifikante Sensitivierungen der Gesamtapoptoserate ergaben sich durch die
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Kombination von 1 uM Birinapant + 0,3 ng/ml rh-TRAIL gegeniiber 0,3 ng/ml rh-
TRAIL (p < 0,05), sowie durch Behandlung mit 1 uM Birinapant + 1 ng/ml rh-TRAIL
verglichen mit 1 ng/ml rh-TRAIL (p < 0,05). Auch die Kombination von 1 pM
Birinapant + 3 ng/ml rth-TRAIL induzierte gegeniiber der alleinigen Behandlung mit rh-
TRAIL 3 ng/ml signifikant hohere Apoptoseraten (p < 0,05).

Bestitigend zu den Ergebnissen aus dem MTS-Assay konnte somit auch in der FACS-
Analyse ein sensitivierender Effekt des IAP-Inhibitors Birinapant auf die TRAIL-

vermittelte Apoptose nachgewiesen werden.
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Abbildung 26: Apoptoseraten nach Ko-Inkubation mit rh-TRAIL und Birinapant.
FACS-Analyse nach Behandlung mit 0,3, 1 und 3 ng/ml th-TRAIL +/- 1 pM Birinapant fiir 24
Stunden im Vergleich zur Losungsmittel-Kontrolle. A Exemplarische Scatter Plot Ergebnisse
einesreprasentativen Experiments. B-D Mittelwerte und Standardabweichungen aus mindestens
3 unabhingigen Experimenten fiir frithe Apoptose (B), spate Apoptose (C) und Gesamtapoptose
(D). * p<0,05.
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3.2.7 Wirkung der IAP-Inhibitoren GDC-0152 und Birinapant auf die

Expression der inhibitor-of-apoptosis Proteine

Zur weiteren Untersuchung verantwortlicher Mechanismen fiir den sensitivierenden
Effekt von GDC-0152 und Birinapant wurde die Protein-Expression verschiedener
Mitglieder aus der Familie der Apoptose-inhibitorischen Proteine in der Zelllinie
TT2609-C02 nach Inkubation mit GDC-0152 und Birinapant im Vergleich zu DMSO-
behandelten Zellen mittels Western Blot untersucht (Abbildung 27). AuBBerdem wurden
Western Blot Analysen fiir PARP (Poly ADP ribose polymerase) und sein Spaltprodukt
Cleaved-PARP als Zeichen einer Compound-vermittelten Apoptose durchgefiihrt. Nach
Behandlung mit GDC-0152 konnte eine deutlich verminderte Proteinexpression des
Apoptose-Inhibitors cIAP1 und schwicher ausgepréagt auch von cIAP2 im Vergleich zur
Kontrolle beobachtet werden. Es gab keinen eindeutigen Expressionsunterschied des
Proteins XIAP. Auch konnte keine Spaltung von PARP nachgewiesen werden. Nach
Inkubation mit Birinapant war ebenfalls eine deutlich verminderte Expression von
cIAP1 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle zu sehen. AuBlerdem erschien cIAP2 vor
allem bei der hochsten Birinapant-Konzentration von 10 pM vermindert exprimiert.

Eine PARP-Spaltung induzierte auch Birinapant nicht.

GDC-0152 DMSO Birinapant DMSO MW
[uMm] [uMm] [uM] [uM]  (kDa)
13 10 1 3 10 1 3 10 1 3 10
CIAPT — o o o o s e e —— -/ ()
GAPDH & ——— ——— 0}
clAP? B s o e e == —adscam 68
GAPDH & ' - .50
XIAP B —— L—'—*——'—f—"" -57
GAPDH —’ -36
PARP o am s c — ws —_——— ——— -116
Cleaved PARP . -89
GAPDH * . — -36

Abbildung 27: Expression der IAPs sowie von PARP und seinem Spaltprodukt nach
Behandlung mit GDC-0152 oder Birinapant in TT-2609-C02.

Detektion der Proteine cIAP1, cIAP2 und XIAP sowie PARP und seines Spaltprodukts mittels
Western Blot. Als Ladungskontrolle diente GAPDH. Die Negativkontrolle erfolgte durch
Inkubation mit dem Lésungsmittel DMSO.
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4 Diskussion

Das follikuldre Schilddriisenkarzinom ist der zweithdufigste maligne Tumor der
Schilddriise und betrifft vor allem Frauen im mittleren Lebensalter. Mit operativer
Resektion und ablativer Radiojodtherapie stehen etablierte Therapieoptionen zur
Verfiigung, welche zusammen mit verbesserten diagnostischen Mdoglichkeiten zur
Friherkennung eine  insgesamt  gilinstige  Prognose der  differenzierten
Schilddriisenkarzinome bedingen. Eine Ausnahme bilden Patienten mit Fernmetastasen,
welche zusitzlich eine Resistenz gegeniiber der Behandlung mit 3!-Tod durch einen
Verlust der Radiojod-Speicherfahigkeit aufweisen. Diese Patienten haben eine drastisch
reduzierte Prognose mit einer Krankheitsspezifischen 10-Jahres-Uberlebensrate von nur
noch 10 % [13]. Entsprechend notwendig ist es, mdgliche alternative Therapieansitze

fiir diese Subpopulation der Schilddriisenkarzinom-Patienten zu untersuchen.

Die Bedeutung des TRAIL-Systems als therapeutisches Ziel in der Krebs-Therapie wird
seit seiner Entdeckung als Mitglied der TNF-Superfamilie 1995 mit selektiver
Apoptose-Induktion in Tumorzellen in zahlreichen Publikationen untersucht und
diskutiert. Trotz vielversprechender priklinischer Studien konnten darauthin
entwickelte rekombinante TRAIL-Molekiile und TRAIL-Rezeptor-Agonisten (TRA)
alleine oder in der Kombination mit Chemotherapie in ersten klinischen Studien in
verschiedenen soliden und h@matologischen Malignomen bisher keine signifikanten
Vorteile gegeniiber der konventionellen Chemotherapie erbringen. Urséchlich hierfiir
sind vorhandene oder erworbene Resistenzmechanismen der Tumorzellen auf
verschiedenen Ebenen der Signaltransduktion. Es gilt daher, diejenigen Strukturen zu
identifizieren, die fiir die Resistenzentwicklung von Tumorzellen gegeniiber dem
TRAIL-Signal verantwortlich sind, um diese gezielt anzusteuern und so das TRAIL-

System in Zukunft erfolgreich therapeutisch nutzen zu konnen.

4.1 Die Bedeutung des TRAIL-Systems in follikuliiren

Schilddriisenkarzinomen

Die Bedeutung des TRAIL-Systems in Schilddriisenkarzinomen ist bisher wenig
untersucht, obwohl bereits 1997 Bretz ef al. die Expression von TRAIL und seinen

Rezeptoren in normalen sowie entarteten Thyreozyten nachweisen konnten [179].
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Ziel dieser Arbeit war es nun, anhand von Gewebeproben die Expression von TRAIL
und seinen Rezeptoren im follikuldren Schilddriisenkarzinom und korrespondierenden
nicht-neoplastischem Schilddriisengewebe zu vergleichen und mit klinischen
Merkmalen und dem Uberleben zu korrelieren. Anhand der FTC Zelllinie TT2609-C02
wurde anschlieend der funktionelle Effekt von TRAIL alleine und in Kombination mit

TIAP-Inhibitoren untersucht.

4.1.1 DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 sind Biomarker fiir eine schlechte

Prognose im follikuliren Schilddriisenkarzinom

TRAIL ist der Ligand in der TNF-Familie mit der hochsten Rezeptorvariabilitit [180].
Er kann an zwei Todesrezeptoren sowie an drei regulatorische Rezeptoren binden.
Diese Vielfalt legt nahe, dass die Aktivierung der Todesrezeptoren eine Schliisselstelle
in der Regulation der TRAIL-Sensitivitit und damit der Empfindlichkeit einer
Tumorzelle fiir den TRAIL-assoziierten Zelltod ist.

Unserem Wissen nach existieren bisher keine Daten zur Korrelation zwischen der
Expression des TRAIL/TRAIL-Rezeptor-Systems und klinisch-pathologischen Daten
im follikuldren Schilddriisenkarzinom. Die Analyse der Expression des TRAIL-Systems
diente als erster Schritt zur Evaluation des TRAIL-Systems als potentielle
therapeutische Zielstruktur. Aus diesem Grund wurde in der vorliegenden Arbeit zum
ersten Mal die Expression von TRAIL und seinen Rezeptoren in Tumorproben und
korrespondierendem nicht-neoplastischem Schilddriisengewebe von Patienten mit
follikularem Schilddriisenkarzinom untersucht. Grundlage bildeten
immunhistochemische Untersuchungen eines TMAs mit Gewebeproben von 44
Patienten. Es fiel zunéchst eine signifikant stirkere Expression aller TRAIL-Rezeptoren
sowie des Liganden im Tumor, verglichen mit dem korrespondierenden Normalgewebe
der Patienten auf. Dies bestétigt Ergebnisse von Mitsiades et al., welche eine breite
Expression des TRAIL-Systems im Tumorgewebe verschiedener
Schilddriisenkarzinome berichteten [181] und weist auf eine bedeutende Rolle des
TRAIL-Systems im follikuldren Schilddriisenkarzinom hin. Weiterhin konnte gezeigt
werden, dass eine hohe Expression sowohl der decoy-Rezeptoren DcR1/TRAIL-R3 und
DcR2/TRAIL-R4 als auch des Todesrezeptors DRS5/TRAIL-R2 mit einem hoheren
Tumorstadium assoziiert ist. So ergaben die statistischen Auswertungen eine signifikant
starkere Expression von DcR1/TRAIL-R3 in Tumorproben mit hohem T-Stadium
(T3/4) sowie hohem UICC-Stadium (UICC III/IV). Fiir DcR2/TRAIL-R4 konnte neben
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der Korrelation mit hohem T- und UICC-Stadium zusétzlich ein signifikanter
Zusammenhang mit grob-invasivem Wachstum beobachtet werden. Auch DR5/TRAIL-
R2 zeigte eine signifikant stirkere Expression in Proben von Patienten mit dem
Tumorstadium T 3/4 oder UICC III/IV, verglichen mit Proben aus T 1/2 und UICC I/II
Tumoren. Durch Kategorisierung der Expressionsstirken in niedrig (< Median) und
hoch (> Median) konnte in der univariaten Uberlebensanalyse fiir die beiden decoy-
Rezeptoren DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 eine Assoziation von hoher
Expression mit kiirzerem Gesamtiiberleben, sowie mit kiirzerem rezidivfreien

Uberleben gezeigt werden.

Aufgrund der Patientendaten war eine multivariate Analyse fiir das rezidivfreie
Uberleben nicht méglich, sodass diese nur fiir das Gesamtiiberleben durchgefiihrt
wurde. In der abschlieBenden multivariaten Analyse fiir das Gesamtiiberleben konnte
DcR2/TRAIL-R4 als unabhédngiger negativer prognostischer Marker bestdtigt werden,
was die Relevanz des TRAIL-Systems und insbesondere des decoy-Rezeptors

DcR2/TRAIL-R4 fiir die Prognose von FTC Patienten unterstreicht.

Vergleichbaren Studien zu Schilddriisenkarzinomen gibt es bislang nicht, unsere
Ergebnisse sind jedoch im Einklang mit einer Reihe von Arbeiten zu anderen
Tumorentititen. Ganten et al. untersuchten das TRAIL-System in Brustkrebs-
Patientinnen und fanden ebenfalls eine stirkere Expression im Tumor- als im
Normalgewebe sowie eine Korrelation hoher Expressionen von DRS5/TRAIL-R2 und
DcR2/TRAIL-R4 mit hohem Tumorstadium und positivem Lymphknotenstatus [57].
Cooper et al. bestitigten in Untersuchungen zum Rezeptor DRS/TRAIL-R2 in
Lungenkarzinomen (NSCLC) ebenfalls die stirkere Expression im Tumor gegeniiber
Normalgewebe. Auch  konnte eine hohe Expression mit geringerem
Differenzierungsgrad sowie schlechterem Gesamtiiberleben assoziiert werden. Unter
Rauchern war eine hohe DR5/TRAIL-R2 Expression sogar ein unabhdngiger Marker
fiir kiirzeres Uberleben [182]. In Patienten mit kolorektalem Karzinom wurde die
Kombination aus niedrigem DR4/TRAIL-R1 mit hohem DcR1/TRAIL-R3 mit
kiirzerem progressionsfreien Uberleben sowie schlechterem Therapieansprechen in
Verbindung gebracht [58]. Ahnliche Ergebnisse fiir DcR1/TRAIL-R3 konnten in
malignen Zellen bei akuter myeloischer Leukdmie erzielt werden [98]. Mechanistische
Erklarungsansitze zielen vornehmlich auf die wunterschiedlichen funktionellen

Eigenschaften der Rezeptoren ab. Weit verbreitet ist die Auffassung, dass die decoy-
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Rezeptoren Zellen vor einem Apoptosesignal schiitzen, indem sie zum einen TRAIL-
Molekiile kompetitiv ,,abfangen®, welche somit nicht mehr zur Apoptoseinduktion iiber
die Todesrezeptoren zur Verfligung stehen. Zum anderen scheint iiber die trunkierte
intrazellulire Doméne von DcR2/TRAIL-R4 zusitzlich eine Induktion des
Transkriptionsfaktors NF-kB mdglich zu sein [51, 59]. NF-xB seinerseits aktiviert die
Transkription einiger {iberlebensfordernder Proteine und erhoht beispielsweise die
Expression von cIAP2, welches nicht mehr degradiert wird und seine anti-apoptotische
Wirkung entfalten kann [133]. Auch Lalaoui et al. bestitigten in ihren Untersuchungen
an Zervixkarzinomzellen, dass DcR2/TRAIL-R4 nach Bindung von TRAIL Signalwege
aktivieren kann, welche Zelliiberleben und Proliferation fordern und somit zur

Karzinogenese beitragen [97].

Mehr Fragen wirft die in dieser Arbeit gezeigte und ebenfalls in der Literatur
beschriebene Korrelation des Todesrezeptors DRS/TRAIL-R2 mit fortgeschrittenem
Tumorstadium auf. Erwartungsgemdfl wiirde eine hohe Todesrezeptorexpression zur
verstirkten Rekrutierung und Aktivierung von Caspasen und somit zu vermehrtem
Zellsterben fiihren. Erkldrungen bieten verschiedene Studien, welche eine Interaktion
von DcR2/TRAIL-R4 mit DRS/TRAIL-R2 als entscheidenden Mechanismus zur
Kontrolle des apoptotischen Signals durch DcR2/TRAIL-R4 beschreiben. So bestreiten
Clancy et al. eine reine ,,Fanger“-Funktion des decoy-Rezeptors und zeigten, dass
DcR2/TRAIL-R4 selbst nur eine geringe Affinitét fiir die Bindung von TRAIL besitzt,
dass aber eine Interaktion von DcR2/TRAIL-R4 und DR5/TRAIL-R2 zur Ausbildung
nicht-funktionsfahiger Heterotrimere und zur Herabsetzung der Empfindlichkeit von
Tumorzellen gegeniiber TRAIL fiihrt. Sie zeigten auch, dass diese Interaktion Ligand-
unabhéngig liber preligand assembly domains (PLAD) vermittelt wurde und stirker war
als homo-spezifische Interaktionen. Sie stellten daher die These einer DcR2/TRAIL-R4-
vermittelten Regulation der TRAIL-Sensitivitit tiber Interaktion mit DR5/TRAIL-R2
auf [183]. Auch Merino et al. unterstiitzten die Theorie der Interaktion zwischen
DcR2/TRAIL-R4 und DRS5/TRAIL-R2, welche zur Formierung eines DISC ohne
Féhigkeit zur Caspasen-Aktivierung fiihrt [99].

Die Ergebnisse unserer Arbeit bestdtigen die Assoziation hoher decoy-Rezeptor
Expression mit hohem Tumorstadium sowie schlechterem Uberleben. Auerdem konnte
auch in dieser Arbeit die von Clancy et al. und Merino et al. beschriebene positive

Korrelation zwischen den Expressionen von DRS5/TRAIL-R2 und DcR2/TRAIL-R4
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bestdtigt werden. Die mdgliche Interaktion von DcR2/TRAII-R4 und DR5/TRAIL-R2
konnte die von uns gezeigte Korrelation hoher DRS5/TRAIL-R2 Expressionen mit
fortgeschrittenem Tumorstadium erkldren. Einen weiteren Erkldrungsansatz dafiir, dass
es trotz des Nachweises einer Todesrezeptorexpression zu Resistenzen kommt liefern
Publikationen, welche eine Endozytose des Todesrezeptors nach intrazellulér und damit
seinen Verlust an der Zelloberfliche fiir das Entkommen vor dem Apoptosesignal
verantwortlich machen [184, 185]. AuBerdem untersuchten mehrere Arbeiten eine
mogliche Induktion antiapoptotischer Signale durch Bindung von TRAIL an
Todesrezeptoren. Durch die RIPK-1 abhéngige Ausbildung alternativer Komplexe kann
es demnach zur Aktivierung verschiedener Kinasen wie NF-«xB [40, 82] c¢- Jun N-
terminal Kinase (JNK) [89], p38 [90, 91] und Extracellular- signal Regulated Kinase-1
und -2 (ERK1/2) [92] mit Uberlebens-, Proliferations- und Migrationsfrdernden
Effekten kommen. Es ist aktuell noch unklar, wovon abhingig ist, ob die apoptotische
oder antiapoptotische Kaskade in Gang gesetzt wird und wie genau die molekularen
Mechanismen sind. Diese zu erforschen ist aufgrund von Interaktionen zwischen den
Kinasen und Zelltyp-spezifischen Faktoren schwierig, jedoch notwendig zur
Identifizierung von Patienten, welche nicht von einer TRAIL-basierten Therapie
profitieren, sondern durch unerwiinschte Effekte eventuell sogar Schaden nehmen
konnten. Auflerdem konnte die Kenntnis der verantwortlichen Strukturen als Stellglied

genutzt werden, um das TRAIL-Signal in apoptotische Bahnen zu lenken.

Erwihnt werden muss ebenfalls, dass Ergebnisse weiterer Arbeiten zur prognostischen
Relevanz der TRAIL-Rezeptoren teils gegenteilige Aussagen treffen. In
Pankreaskarzinomen beispielsweise wurde ein Verlust der DRS/TRAIL-R2 Expression
im Tumor mit schlechter Prognose korreliert [186], was durch die Annahme, dass ein
Verlust des Todesrezeptors die Zelle vor dem Apoptosesignal schiitzt und somit ihr
Uberleben fordert zu erkliren ist. Diese unterschiedlichen, teils widerspriichlichen
Studienergebnisse weisen auf verschiedene Funktionen der einzelnen TRAIL-
Rezeptoren in verschiedenen Malignomen hin. Auch scheint nicht die Funktion des
einzelnen Rezeptors entscheidend fiir die Apoptosesensitivitdt und damit die Prognose
eines Malignoms zu sein, sondern vielmehr die Wechselwirkung der unterschiedlichen
Rezeptoren durch ihr Expressionsprofil. Es ist daher entscheidend, vor der Erwidgung

einer TRAIL-basierten Therapie zunéchst griindlich die Bedeutung des TRAIL-Systems
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und seiner einzelnen Mitglieder in dem betreffenden Malignom zu untersuchen, um

diese zielfithrend angreifen zu konnen.

Unsere Arbeit prasentiert in diesem Zusammenhang mit DcR1/TRAIL-R3 und
insbesondere mit dem unabhédngigen negativen Prognosefaktor DcR2/TRAIL-R4
mogliche pradiktive Biomarker im follikuldren Schilddriissenkarzinom, welche
hinsichtlich ihrer Bedeutung fiir eine TRAIL-basierte zielgerichtete und
individualisierte Therapie von follikuldren Schilddriisenkarzinomen weiter evaluiert

werden sollten.

4.1.2 TRAIL induziert Apoptose in FTC Zellen in vitro

Das TRAIL-System und seine Expression ist nicht nur als prognostischer Marker
interessant, sondern auch und vor allem als mogliche therapeutische Zielstruktur in
bisher nicht addquat therapierbaren Malignomen, wie dem metastasierten Radiojod-
refraktiren follikuldren Schilddriisenkarzinom. Préklinische Studien zeigten, dass viele
Tumorzellen trotz hoher Todesrezeptorexpression resistent gegeniiber der TRAIL-
vermittelten Apoptose sind oder werden [77, 92, 187, 188]. Es galt daher, im Anschluss
an die Evaluation der TRAIL-Rezeptoren in Hinblick auf prognostische Wertigkeit, die
Wirkung von TRAIL auf Zellen eines follikuldren Schilddriisenkarzinoms in

Zellkulturversuchen zu analysieren.

Untersucht wurde dazu die Zelllinie TT2609-C02 [171]. Sie entstammt dem follikuldren
Schilddriisenkarzinom eines 57-jahrigen ménnlichen Kaukasiers mit
Fernmetastasierung und im Verlauf entstandener Radiojod-Resistenz. Sie reprisentiert
damit genau das von uns adressierten Patientenkollektiv mit schlechter Prognose und
limitierten Therapieoptionen. In dieser Arbeit konnte die Sensitivitit dieser Zelllinie
gegeniibber der TRAIL-vermittelten Apoptose nachgewiesen werden. Die
konzentrationsabhidngige Viabilititsabnahme, welche im MTS-Assay detektiert wurde,
konnte durch die FACS-Analyse mit FITC Annexin- und Propidiumiodid-Farbung
validiert werden. Somit kann von einer TRAIL-vermittelten Apoptose-Induktion in der
Zelllinie TT2609-C02 ausgegangen werden. Auch Mitsiades et al. zeigten, dass Zellen
aus Karzinomen mit Ursprung im Follikelepithel der Schilddriise im Gegensatz zu
nicht-transformierten Thyreozyten sensibel fiir die TRAIL-vermittelte Caspasen-

abhédngige Apoptose waren [189].
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Das in dieser Arbeit zur Apoptose-Induktion verwendete rekombinante humane TRAIL
kann an alle humanen TRAIL-Rezeptoren binden. Studien zeigten aber, dass in einigen
Tumorzelllinien iiberwiegend DR4/TRAIL-R1 fiir die Apoptose-Induktion
verantwortlich ist, wihrend in anderen Zelllinien der programmierte Zelltod iiber
DRS/TRAIL-R2 ausgeldst wird. Von Interesse wéren daher weitere Experimente zur
Evaluation der fiir die TRAIL-Signaltransduktion verantwortlichen Rezeptoren im
follikuldren Schilddriisenkarzinom, zum Beispiel durch Verwendung Rezeptor-

spezifischer TRAIL Proteine.

Mitsiades et al. untersuchten auch die Expression der Todesrezeptoren DR4/TRAIL-R1
und DR5/TRAIL-R2 sowie der decoy-Rezeptoren DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-
R4 in verschiedenen Schilddriisenkarzinom-Zelllinien. Sie konnten eine iiberwiegend
starke Proteinexpression der Rezeptoren DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-R2 sowohl
in  Schilddriisenkarzinomgewebe als auch in  Zelllinien  verschiedener
Schilddriisenkarzinome nachweisen. Auch die antiapoptotischen Rezeptoren
DcRI/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 konnten in Schilddriisenkarzinomzellen
nachgewiesen werden [181]. Dieses in der Literatur beschriebene Expressionsmuster
des TRAIL-Systems bestétigte sich in dieser Arbeit weitestgehend fiir die Zelllinie
TT2609-C02. So konnte im Western Blot eine starke Expression der Todesrezeptoren,
vor allem von DRS/TRAIL-R2 gezeigt werden. Die decoy-Rezeptoren, vor allem
DcR2/TRAIL-R4 waren schwécher exprimiert. Lediglich das TRAIL-Protein konnte im

Western Blot nicht nachgewiesen werden.

Das Protein-Expressionsmuster korreliert nur teilweise mit der ebenfalls untersuchten
RNA-Expressionsstirke der TRAIL-Mitglieder. Passend zu den Western Blot
Ergebnissen konnte auf RNA-Ebene eine starke Expression der Todesrezeptoren
DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-R2 (TRICK2A und TRICK2B) sowie eine schwache
Expression der decoy-Rezeptoren gemessen werden. Allerdings stellten wir in der real
time PCR eine starke Expression der TRAIL-Spleiflvariante TRAIL-a fest, welche nicht
mit der TRAIL-Protein-Expression im Western Blot korreliert. Die Griinde fiir
Abweichungen zwischen RNA-und Proteinexpressionen konnen beispielsweise in
verschiedenen  post-transkriptionellen  Prozessen und  Modifikationen  wie
Glykosylierung, Membrantransport und Endozytose [79, 87, 88] oder Eigenschaften des

verwendeten Antikorpers, wie Affinitit und Spezifitét liegen.
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Neben der Expressionsstirke der Todesrezeptoren besteht eine weitere Moglichkeit der
Regulierung der TRAIL-vermittelten Apoptose zu Beginn der Signalkaskade in
Mutationen der Rezeptoren, welche zu Funktionsverlusten und damit zu fehlerhafter
Transduktion des Signals fiihren konnen. Erste Hinweise auf zum Verlust der
apoptotischen Funktion fiihrende Mutationen der Todesrezeptoren lieferten Pai ef al.
und Ozoren et al. [83, 84]. Basierend auf einer Literaturrecherche wurden fiir diese
Arbeit zur Sequenzierung die Exons 1 bis 5 der extrazelluliren Doméne der Rezeptoren
DR4/TRAIL-R1 und DR5/TRAIL-R2 sowie das Exon 10, welches die intrazelluldre
Todesdomine représentiert ausgewéhlt [190, 191]. Diese Proteinabschnitte erfiillen
elementare Aufgaben in der Signaltransduktion. Die extrazellulire Doméne ist
verantwortlich fiir die Ligandenbindung, die Todesdoméne fiir die Rekrutierung und
Ausbildung des DISC zur Caspasen-Aktivierung. Daher konnen Mutationen in diesen
Genabschnitten die Wirkung von TRAIL empfindlich beeinflussen. In der Zelllinie
TT2609-C02 konnten wir im Rezeptor DR4/TRAIL-R1 in der extrazelluliren Doméne
missense Mutationen detektieren, welche einen Aminosdureaustausch zur Folge haben
und somit potenziell die Konfiguration des Rezeptors verdndern kdnnen. Im Rezeptor
DRS/TRAIL-R2 wurden keine Verdnderungen identifiziert. Zu &hnlichen Ergebnissen
kamen frithere Arbeiten, welche die TRAIL-Rezeptoren auf Mutationen untersuchten
[190, 192]. Die von uns identifizierten Mutationen betrafen das Exon 3 (G422A), das
Exon 4 (C626G) sowie das Exon 5 (A683C). Diese Mutationen wurden ebenfalls in
einer Reithe von Studien in verschiedenen Malignomen wie Lungenkrebs, Brustkrebs,
Leberkrebs, Darmkrebs und hédmatologischen Neoplasien beschrieben, mit sehr
unterschiedlichen Aussagen beziiglich der prognostischen Relevanz fiir das Krebsrisiko.
Die Ergebnisse von 16 relevanten klinischen Studien fassten Lu ef al. 2014 in einer
Metaanalyse zusammen [85]. Diese kam zu dem Ergebnis, dass der homozygote
Genotyp der C626G Mutation eine Assoziation mit erhohtem Krebsrisiko aufweist.
Kein Zusammenhang mit erhohtem Krebsrisiko stellen Lu er al. fiir die Mutationen
A683C und G422A fest. Diese Ergebnisse unterscheiden sich von den Erkenntnissen
einer fritheren Metaanalyse von Chen et al. aus dem Jahr 2009. Er beschrieb eine
Assoziation von A683C, nicht aber von C626G mit erh6htem Krebsrisiko. Seine
Metaanalyse schloss allerdings nur Ergebnisse von 9 Studien bis 2009 ein [86]. Sowohl
Lu et al. als auch Chen et al. berichten eine Assoziation mit erhdhtem Krebsrisiko fiir
eine weitere Mutation A1322G, welche im Exon 10 liegt und damit in dem Bereich, der

fur die intrazellulare Todesdoméne kodiert. Diese Mutation konnten wir in der Zelllinie
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TT2609-C02 nicht nachweisen. Zusammenfassend weisen die Ergebnisse darauf hin,
dass Punktmutationen der Todesrezeptoren mit Aminosiureaustausch einen Einfluss auf
die Funktion der Rezeptoren und damit auf die Transduktion des Apoptosesignals haben
koénnen, dass dieser Einfluss aber in verschiedenen Tumoren sehr unterschiedlich
ausgeprigt ist. Bisher gibt es noch keine Arbeit, die anhand von Patientenproben den
Einfluss von Todesrezeptor-Mutationen auf die Prognose von Schilddriisenkarzinomen

untersucht hat.

Insgesamt weisen unsere Ergebnisse der Zellkulturversuche darauf hin, dass die
TRAIL-vermittelte Apoptose in der von uns untersuchten Zelllinie induzierbar ist und
nicht durch Rezeptor-assoziierte Faktoren inhibiert wird. Entsprechend geeignet ist das
Modell zur Untersuchung anderer, sich anschlieBender Mitglieder der Signalkaskade,
um Strukturen zu ermitteln, welche die Tumorzellen vor der Apoptose schiitzen und

diese zum Beispiel durch Kombinationstherapien gezielt auszuschalten.

4.2 Die Rolle der IAPs im follikularen Schilddriisenkarzinom

Die inhibitor-of-apoptosis protein (IAP) Familie ist eine Gruppe von Proteinen hoher
Homologie mit wichtigen Funktionen in der Regulation der TRAIL-vermittelten
Apoptose. Uber Bindung und Inaktivierung von Caspasen konnen sie die
nachgeschaltete Umsetzung des Apoptosesignals hemmen und so die Zelle vor dem
Zelltod schiitzen [101, 113]. Einige von ihnen, darunter XIAP, cIAP1 und cIAP2
werden in nahezu allen humanen Geweben exprimiert, zeigen jedoch in vielen
entarteten Zellen eine erhdhte Expression [111, 112]. Survivin dagegen wird fast
ausschlieBlich in Malignomen exprimiert [106, 121]. Auch in der von uns untersuchten
Zelllinie TT2609-C02 konnte in Western Blot Analysen eine starke Expression der
Proteine XIAP, cIAP1, cIAP2 und vor allem Survivin demonstriert werden. Studien
weisen auf eine bedeutende Funktion der IAPs in der Karzinogenese hin. XIAP wurde
als unabhédngiger ungiinstiger Parameter fiir die Prognose des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms identifiziert [193]. Bei Patienten mit akuter myeloischer
Leukédmie zeigte sich eine Korrelation hoher XIAP-Expression mit ungiinstigen
Prognosekriterien [112]. Auch fiir die Prognose von Schilddriisenkarzinomen scheinen
die IAPs bedeutsam zu sein. Sowohl XIAP als auch Survivin konnten kiirzlich als
unabhdngige Prognosemarker im follikuldren und medulldren Schilddriisenkarzinom
identifiziert werden [130, 194]. Passend dazu konnten Arbeiten zum papilldren

Schilddriisenkarzinom eine signifikante Assoziation von XIAP mit ungiinstiger
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Prognose demonstrieren [195]. Diese Ergebnisse legen den Gedanken nahe, dass der
inhibitorische Effekt der IAPs auf die Apoptose einen zentralen Schutzmechanismus
von Tumorzellen gegeniiber TRAIL-vermittelter Apoptose darstellt und somit ein

interessantes Ziel fiir TRAIL-basierte Kombinationstherapien abbildet.

In dieser Arbeit wurde dazu die Wirkung IAP-inhibitorischer Substanzen in der
Kombination mit TRAIL auf die Zelllinie TT2609-C02 untersucht. Ein idealer Kandidat
zur gezielten Ausschaltung der IAPs ist aufgrund seiner einzigartigen zentralen
Funktion in der Apoptose-Regulation das Protein Smac. Es bindet und inaktiviert IAPs
und verhindert somit die nachgeschaltete Inaktivierung von Caspasen. Es stehen
Substanzen zur Verfiigung, welche als Smac-Mimetika wirken und so die Apoptose-
Induktion durch Todesrezeptor-Liganden wie TRAIL unterstiitzen [139, 196]. Anhand
der Ergebnisse einer Literaturrecherche wurden zwei Smac-mimetische Substanzen fiir

unsere Versuche an Zellen des follikuldren Schilddriisenkarzinoms ausgewéhlt.

GDC-0152 entfaltet seine Wirkung hauptséchlich gegen XIAP, cIAP1, cIAP2 und ML-
IAP. Eine Apoptose-induzierende Wirkung mit IAP-Degradation konnte in
verschiedenen Tumorzelllinien sowie in vivo in Xxenotransplantierten Maéusen

nachgewiesen werden [197-199].

Als zweite Substanz wéhlten wir Birinapant mit beschriebener Wirkung hauptsichlich
gegen cIAP1 und XIAP. Zahlreiche priklinische Studien belegen eine Apoptose-
fordernde Funktion durch Herunterregulierung von IAPs, beispielsweise in Kopf-Hals
Tumoren, Brustkrebs und Akuter lymphatischer Leukdmie [200-203]. AufBlerdem
demonstrierten erste klinische Studien zu Chemotherapie-refraktdren
Ovarialkarzinomen sowie weiteren soliden Tumoren und Lymphomen eine IAP-
Degradation in vivo bei relativ guter Vertrdglichkeit sowie teilweise, jedoch nicht

statistisch eindeutige Hinweise auf Antitumor-Wirksamkeit von Birinapant [204, 205].

4.2.1 Smac-Mimetika sensitivieren FTC Zellen fiir TRAIL-vermittelte Apoptose
durch Degradation von cIAP1 und cIAP2

Bei alleiniger Behandlung hatten sowohl GDC-0152 als auch Birinapant keine
apoptotische Wirkung auf die FTC Zelllinie. Die Ergebnisse des MTS-Assays, welche
gleichbleibende Zellviablitit auch bei Behandlung mit hohen Konzentrationen zeigten,
wurden bestdtigt durch die Durchfiihrung von FACS-Analysen nach Behandlung mit
den Smac-Mimetika. Auch hier konnte keine signifikante Steigerung der FITC
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Annexin- und Pl-positiven Zellen beobachtet werden. Dies erscheint auf den ersten
Blick diskrepant zu den in der Literatur hdufig publizierten Ergebnissen einer
Apoptose-Induktion durch Smac-Mimetika [206-208]. Verschiedene Studien belegen
jedoch, dass die Féhigkeit von IAP-Antagonisten, alleine Apoptose auszuldsen
abhingig von der gleichzeitigen Anwesenheit von Todesrezeptor-Liganden wie TNFa
ist [139, 196, 209, 210]. Tumorzellen, welche in diesen Arbeiten sensibel fiir IAP-
Antagonisten alleine waren, sezernierten nachweislich autokrin TNFa, wéihrend priméar
resistente Zellen kein TNFa sezernierten, jedoch durch die Zugabe von TNFa sensibel
wurden. Petersen ef al. zeigten, dass die durch IAP-Antagonisten induzierte Apoptose
Caspase-8-abhingig war, was dafiirspricht, dass sie iiber Rezeptoren der TNF-R Familie
vermittelt wurde. AuBerdem konnen Zellen sekundér resistent gegeniiber Smac-
Mimetika werden, indem NF-kB-vermittelt clAP1 hochreguliert wird, welches dann der
Smac-Wirkung entgegenarbeitet [133]. Welcher Resistenzmechanismus genau fiir die
fehlende Apoptose-induzierende Wirkung von GDC-0152 und Birinapant in der FTC
Zelllinie verantwortlich ist, ist nicht abschlieBend geklirt. Der in unserer Arbeit
gezeigte fehlende Nachweis des TRAIL-Liganden in der Zelllinie TT2609-C02 im
Western Blot legt eine fehlende autokrine TRAIL-/TNFa-Sekretion als Ursache fiir die

Resistenz gegeniiber GDC-0152 und Birinapant nahe, ist aber nicht beweisend.

Die daraufhin durchgefiihrte kombinierte Behandlung der Zelllinie TT2609-C02 mit
TRAIL und einem IAP-Inhibitor bestétigten diese These. Beide Substanzen erhdhten,
kombiniert mit TRAIL die Zahl nicht viabler bzw. apoptotischer Zellen signifikant
gegeniiber der alleinigen Behandlung mit TRAIL {iber das durch additive Effekte
erwartete Mal} hinaus. Somit konnten wir in eindeutiger Weise einen sensitivierenden
Effekt der Smac-Mimetika GDC-0152 und Birinapant fiir die TRAIL-induzierte
Apoptose in FTC Zellen demonstrieren. Nach unserem Wissen sind dies die ersten

Daten zu TRAIL-Sensitivierungsversuchen am follikuldren Schilddriisenkarzinom.

Vielversprechende Daten zeigten bereits mehrere praklinische Studien zur Kombination
von Smac-Mimetika und TRAIL in anderen Malignomen. Fakler ef al. untersuchten die
Kombination von XIAP-Inhibitoren und TRAIL in Zellen akuter lymphatischer
Leukémien bei Kindern. Sie stellten eine signifikante Verstirkung TRAIL-induzierter
Apoptose iiber erhohte Spaltung von Caspasen fest und wiesen gleichzeitig nach, dass
weder der XIAP-Inhibitor alleine, noch in Kombination mit TRAIL Apoptose in nicht-

transformierten Leukozyten auslost [211]. In Melanomzellen konnte eine synergistische
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Wirkung von Smac-Mimetika in Kombination mit TRAIL und dem Protesasom-
Inhibitor Bortezomib gezeigt werden [212] und auch Kolonkarzinomzellen konnten
durch Smac-Mimetika erfolgreich fiir TRAIL-vermittelte Apoptose sensitiviert werden

[213].

Western Blot Analysen nach Behandlung mit GDC-0152 oder Birinapant in steigender
Konzentration demonstrierten eine Abnahme der Proteinexpression vor allem von
cIAP1 und schwécher ausgepriagt auch von cIAP2 in TT2609-C02 Zellen. Dies bestétigt
die in anderen Malignomen beschriebene IAP-Degradation auch in Zellen des
follikuldren Schilddriisenkarzinoms. Eine ebenfalls sehr hiufig beschriebene Abnahme
der Expression von XIAP konnte in unseren Versuchen nicht bestétigt werden. Es ergibt
sich daraus die Annahme, dass die Sensitivierung der TT2609-C02 Zellen fiir TRAIL
durch GDC-0152 und Birinapant vorrangig iiber eine Degradation der inhibitor-of-
apoptosis Proteine cIAP1 und cIAP2 vermittelt wird.

Insgesamt passen unsere Ergebnisse zu der Annahme, dass Smac-Mimetika durch
Inhibierung von IAPs synergistisch mit Todesrezeptor-Liganden wie TRAIL agieren,
jedoch selbst kein eigenes apoptotisches Potential besitzen. Diese Eigenschaft kann zur

gezielten Eliminierung von Tumorzellen genutzt werden.

4.3 Konnen TRAIL und IAP-Inhibitoren in der Zukunft Einzug in die

Therapie des follikuliren Schilddriisenkarzinoms erhalten?

Die von uns prisentierten Ergebnisse weisen auf eine vielversprechende Wirkung der
Kombination von TRAIL mit IAP-Antagonisten wie GDC-0152 oder Birinapant in der
Therapie des follikuldren Schilddriisenkarzinoms hin. AuBerdem beweisen die
Ergebnisse der Immunhistochemie eine prognostische Relevanz des TRAIL-Systems im
FTC. Diese Erkenntnisse therapeutisch zu nutzen konnte vor allem fiir Patienten in
metastasiertem Stadium mit Radiojod-refraktiren Karzinomen einen neuen Ansatz zu
verbesserten Therapiemoglichkeiten darstellen. Wie in der Einleitung ausfiihrlich
beschrieben, untersuchen bereits zahlreiche klinische Studien die Wirksamkeit TRAIL-
basierter Medikamente in verschiedenen Malignomen. Sowohl rekombinante TRAIL-
Formen als auch agonistische Antikorper fiir DR4/TRAIL-R1 oder DR5/TRAIL-R2
werden in den letzten Jahren in einer Vielzahl verschiedener Malignome in
Kombination mit konventioneller Chemotherapie evaluiert. Im Gegensatz zu den

vielversprechenden préklinischen Ergebnissen konnte bisher trotz positiver Trends
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keine dieser Studien signifikant verbesserte Ergebnisse der Kombinationstherapie
gegeniiber der konventionellen Chemotherapie zeigen. Wihrend in den letzten Jahren
vor allem die Toxizitét einiger TRAIL-Agonisten problematisch war, zeichnet sich die
neue Generation TRAs durch gute Vertriglichkeit aus. Diese Weiterentwicklung sowie
der Umstand eines immer weiterwachsenden Arsenals an chemischen Compounds, mit
welchen gezielt wichtige Akteure der Zellregulation ausgeschaltet werden konnen,
haben das Interesse an TRAIL-basierten Kombinationstherapien neu befeuert. Eine
wichtige Substanzgruppe sind hier die Smac-mimetisch wirkenden IAP-Inhibitoren.
Durch die Kombination zweier synergistisch wirkender Substanzen wie TRAIL und
[AP-Inhibitoren kdnnen die Vorteile beider Medikamente genutzt und verstirkt werden,

wihrend die gleichzeitig mogliche Dosisreduktion die Nebenwirkungen reduziert.

Auch zu Smac-Mimetika wurden aufgrund ihres groBen Potenzials zum therapeutischen
Einsatz in der Krebstherapie erste klinische Studien zu Vertraglichkeit und Wirksamkeit
durchgefiihrt. Die Einnahme des IAP-Inhibitors LCL161 fiihrte bei 53 Patienten mit
fortgeschrittenen soliden Tumoren zur Degradation von cIAP1 in Tumorbiopsien der
Patienten bei relativ guter Vertraglichkeit. Einzige Dosis-limitierende Nebenwirkung
war die Hochregulation inflammatorischer Zytokine in 6 % der Patienten [214]. In einer
weiteren Phase-1 Studie an 50 Patienten mit soliden Tumoren oder Lymphomen
bewirkte das Smac-Mimetikum Birinapant eine cIAP1 Degradation sowie in einigen
Patienten Anzeichen fiir vorhandene Antitumor-Wirkung bei insgesamt guter
Vertriglichkeit [204]. Es gibt allerdings auch Hinweise auf unerwiinschte Wirkungen
von [AP-Inhibitoren. Eine priklinische Studie von Tchoghandjian et al. zeigte nach
Behandlung mit dem Smac-Mimetikum BV6 eine Steigerung von Migration und
Invasivitit von Glioblastomzellen [215]. Eine Induktion von NF-kB infolge der
Degradation von cIAPl und cIAP2 wird sowohl einerseits mit gesteigertem
Zelliiberleben, Zellmigration und Invasivitidt in Verbindung gebracht [133, 215, 216],
als auch andererseits mit erhohter Apoptose-Empfindlichkeit durch Hochregulierung

der TNFa Sekretion [196, 209, 217].

Eine Voraussetzung fiir die Entwicklung von Kombinationstherapien sind immer
detailliertere Kenntnisse der Apoptose-Signalwege sowie ihrer Regulation und
moglicher antiapoptotischer Funktionen beteiligter Proteine. Ein Verstdndnis der
Komplexitit der zelluliren Balance zwischen Apoptose und Uberleben sowie mdglicher

unerwarteter Nebeneffekte durch Eingriffe in diese Balance sind unerldsslich. Auch

92



4 Diskussion

miissen zundchst Sicherheit und Wirksamkeit der Smac-Mimetika mithilfe von
Mausmodellen sowie in weiteren klinischen Studien hinreichend gesichert werden, um

ihren Weg in die Krebstherapie zu ermoglichen.

Von daher bieten unsere Daten einen neuen Ausgangspunkt zur Etablierung neuer
Kombinationstherapien, welche jedoch einer weiteren Validierung in zukiinftigen
préklinischen und klinischen Studien bediirfen, um das gro3e Potential TRAIL-basierter

Therapieoptionen endlich zu nutzen.

4.4 Schlussfolgerung

Zusammenfassend liefert diese Arbeit bedeutende Erkenntnisse iiber TRAIL als
Therapieziel in follikuldren Schilddriisenkarzinomen. Wichtig sind diese besonders in
Hinblick auf Patienten mit Metastasierung und Radiojod-refraktiren Karzinomen,
welche derzeit mit duBerst limitierten Therapieoptionen und ausgesprochen schlechter
Prognose konfrontiert sind. In dieser Arbeit konnte mit der Identifizierung der
Rezeptoren DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 als prognosebestimmende Faktoren
der prognostische Wert des TRAIL-Systems im follikuldren Schilddriisenkarzinom
demonstriert werden. Auflerdem konnte die Sensitivitdt einer Zelllinie aus follikuldrem
Schilddriisenkarzinom fiir TRAIL gezeigt, sowie die Empfindlichkeit der Zellen fiir
TRAIL durch Kombination mit Smac-Mimetika via IAP-Degradation bedeutsam
gesteigert werden. Auch wenn fiir auf die Allgemeinheit iibertragbare Aussagen ein
groferes Patientenkollektiv sowie zusétzliche Zelllinien untersucht werden miissen,
prasentieren wir in der Kombination von TRAIL und Smac-Mimetika einen
vielversprechenden Ansatz fiir die Entwicklung neuer Medikamente zur Therapie des

follikuldren Schilddrisenkarzinoms.

Voraussetzung fiir diesen Transfer ist jedoch eine weitere Erforschung der
vielschichtigen Interaktionen von Smac-Mimetika und TRAIL mit pro- und
antiapoptotischen Signalwegen. Auch miissen weitere klinische Studien Aufschluss
iiber Sicherheit und Vertraglichkeit der Smac-Mimetika geben. Untersuchungen der
IAP-Expression in follikuldren Schilddriisentumoren kénnten genauere Informationen
iiber deren prognostische Relevanz geben und Patienten identifizieren, die besonders
von einer Therapie mit TRAIL und IAP-Inhibitor profitieren konnten. Ein ndchster

interessanter Schritt der praklinischen Untersuchung konnte die Etablierung von
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Mausmodellen mit xenotransplantierten follikuldren Schilddriisenkarzinomen und deren

Behandlung mit TRAIL und GDC-0152 oder Birinapant sein.

Die Identifizierung der TRAIL-Rezeptoren DcR1/TRAIL-R3 und DcR2/TRAIL-R4 als
prognostische Marker im follikuldren Schilddriisenkarzinom bietet interessante neue
Forschungsansitze und sollte in groBeren Patientenkollektiven validiert werden. Thre
Evaluation als priadiktive Biomarker fiir die Sensitivitdt gegeniiber TRAs alleine oder in
Kombination mit IAP-Inhibitoren konnte helfen, diejenigen Patienten zu identifizieren,
die besonders von einer TRAIL-basierten Therapie profitieren wiirden. AuBBerdem sollte
auch hier untersucht werden, inwieweit das Wissen um die prognostische Relevanz der

decoy-Rezeptor-Expression therapeutisch genutzt werden konnte.

Die Kombination verschiedener Chemotherapeutika zur Sensitivierung ihrer
Wirkungen, Minimierung von Nebenwirkungen sowie zur Entwicklung Patienten-
individualisierter Schemata gewinnt mehr und mehr an Bedeutung in der Krebstherapie,

sodass diese Arbeit mit ihren Ansétzen den Zeitgeist moderner Krebstherapie aufgreift.
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