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Zusammenfassung

Als haufigster maligner Weichteiltumor bei Kindern spricht das Rhabdomyosarkom vor
allem in fortgeschrittenen Stadien nur schlecht auf konventionelle Chemo- und
Radiotherapie an. Die Entwicklung neuartiger zielgerichteter Tumortherapeutika ist daher
essenziell fir die Verbesserung der Prognose betroffener Patienten. In Zellen zahlreicher
Tumorentitaten ist die Balance zwischen pro- und antiapoptotischen Molekulen zugunsten
apoptosehemmender Signalwege nachweislich gestort. Auf diese Weise entkommen
Tumorzellen dem natirlichen Zelltod, der Apoptose, und entwickeln Resistenzen
gegenliber Krebsmedikamenten. Flr einen wichtigen Vertreter der antiapoptotischen
Proteine, ARC, wurde in Vorarbeiten eine deutliche Uberexpression im embryonalen
Rhabdomyosarkom entdeckt.

In dieser Arbeit wurde die Rolle von ARC bei der intrinsischen und extrinsischen Apoptose
in der embryonalen Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 untersucht, indem seine
Expression dauerhaft herabgesetzt wurde. AnschlieBend wurden die TE-671-Zellen nach
dem Knock-down von ARC mit ABT-263, einem Inhibitor der antiapoptotischen Proteine
Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w, behandelt. ABT-263 konnte als ein Induktor von intrinsischer und
in geringerem Male extrinsischer Apoptose in TE-671-Zellen bestatigt werden. ARC war
sowohl im Zellkern als auch im Zytoplasma der Rhabdomyosarkomzellen lokalisiert. Es
zeigte sich kein signifikanter Einfluss von ARC auf den intrinsischen Apoptosesignalweg
im Rhabdomyosarkom. Die Resistenz der TE-671-Zellen gegeniber ABT-263 konnte
nicht durch einen Knock-down von ARC uberwunden werden. Dies kdnnte an der
Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Mcl-1 und seiner fehlenden Regulierung
durch ARC in Rhabdomyosarkomzellen liegen. Interessanterweise hatte ARC einen
férdernden Einfluss auf die Expression des proapoptotischen Gegenspielers von Mcl-1,
das Protein Mcl-1 S. Ein Knock-down von ARC flihrte zu einer verminderten Expression
von Mcl-1 S in Rhabdomyosarkomzellen.

Der extrinsische Apoptosesignalweg wurde mithilfe des rekombinanten Todesliganden
SuperKillerTRAIL induziert. Bei der extrinsischen Apoptose konnte ein Synergismus
zwischen ARC und TRAIL im Rhabdomyosarkom beobachtet werden. Durch einen
Knock-down von ARC konnte die TRAIL-Resistenz von TE-671-Zellen aufgehoben
werden. Der Effekt von TRAIL auf die Rhabdomyosarkomzellen wurde dabei
wahrscheinlich  Uber den Todesrezeptor DRS5 vermittelt. Der extrinsische
Apoptosesignalweg koénnte einen wichtigen Mechanismus flir die Uberlebensférdernde

Rolle von ARC im Rhabdomyosarkom darstellen.



Summary

Rhabdomyosarcoma is the most common type of soft tissue malignancy in children.
Advanced cancer stages are poorly susceptible to conventional radio- and chemotherapy.
To improve the prognosis of affected patients, it is crucial to develop targeted tumor
therapies. It is known that the balance between pro- and antiapoptotic molecules in cells
of numerous tumor entities is disturbed towards antiapoptotic signals. In this way, tumor
cells can evade the natural cell death, apoptosis, and develop cancer drug resistances. In
our previous work we found a great overexpression of an important member of
antiapoptotic proteins in embryonal rhabdomyosarcoma - the protein ARC.

In this study we investigated the role of ARC in intrinsic and extrinsic apoptosis after
downregulating its expression in the embryonal rhabdomyosarcoma cell line TE-671. After
knockdown of ARC TE-671 cells were treated with ABT-263, an inhibitor of the
antiapoptotic proteins Bcl-2, Bcl-xL and Bcel-w. ABT-263 induced intrinsic and to a small
amount extrinsic apoptosis in TE-671 cells. ARC localized to the nucleus and cytoplasm of
rhabdomyosarcoma cells. There was no significant impact of ARC on the intrinsic
apoptosis pathway in rhabdomyosarcoma. ARC knockdown could not reduce the
resistance of TE-671 cells towards ABT-263. A possible reason could be the
overexpression of Mcl-1 and its lack of regulation by ARC in rhabdomyosarcoma.
Interestingly, ARC had a stimulating effect on the expression of the protein Mcl-1 S, the
proapoptotic counterpart of Mcl-1. Knockdown of ARC reduced the expression of Mcl-1 S
in rhabdomyosarcoma.

Extrinsic apoptosis was induced by the recombinant death ligand SuperKillerTRAIL. A
synergistic effect in rhabdomyosarcoma was observed between ARC and TRAIL in
extrinsic apoptosis pathway. Knockdown of ARC decreased the resistance of TE-671 cells
towards TRAIL. The effect of TRAIL in rhabdomyosarcoma cells was most likely mediated
through the death receptor DR5. The extrinsic apoptosis pathway could be an important

mechanism of the prosurvival role of ARC in rhabdomyosarcoma.
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1 Einleitung

1.1 Die Entstehung von Tumoren

Der Begriff Tumor wird im medizinischen Gebrauch mit einer Neoplasie gleichgesetzt und
bezeichnet eine Raumforderung, die aus kérpereigenen entarteten Zellen besteht. Der
klinische Begriff ,Krebs“ bezieht sich auf solch eine Neoplasie. Es wird davon
ausgegangen, dass Krebs eine Veranderung der Erbinformation eines Individuums, des
Genoms, ist, die sich auf zellularer Ebene abspielt. Im Wesentlichen kommt es durch die
Einwirkung von Karzinogenen zur Akkumulation von genetischen und epigenetischen
Veranderungen und folglich zur Entstehung einer maligne transformierten Zelle, die sich
unkontrolliert vermehrt. Karzinogene sind meist exogene Noxen wie Chemikalien,
ionisierende Strahlung und Mikroorganismen. Doch auch angeborene Defekte
beispielsweise der DNA-Reparaturgene oder Chromosomenfehlverteilungen kénnen
potenziell zur Tumorentstehung pradisponieren. Tumordése Gewebemassen werden
entsprechend ihrer Dignitat eingestuft. Dabei unterscheidet man zwischen benignen und
malignen Tumoren. Benigne Tumoren sind in der Regel gut differenziert, d.h. sie dhneln
zu einem grofRen Teil ihrem Ursprungsgewebe. Diese Tumoren wachsen Uberwiegend
langsam und verdrangend, jedoch nicht aggressiv-zerstérend. Des Weiteren
metastasieren benigne Tumoren im Gegensatz zu den malignen Tumoren per
definitionem nicht. Letztere zeichnen sich hingegen besonders durch ihr invasives,
aggressiv-zerstorendes Wachstum aus. Metastasen, die maligne Tumoren dartber hinaus
streuen, werden als eine der Haupttodesursachen bei Krebspatienten angesehen
(BERGER et al., 2014; BOCKER et al., 2012; PECORINO, 2012).

Neben der beschriebenen Invasions- und Metastasierungskapazitat erlangen Tumorzellen
weitere  physiologische  Eigenschaften, die von Hanahan und Weinberg
zusammenfassend als die ,hallmarks of cancer” definiert wurden (HANAHAN UND
WEINBERG, 2000). Gemal der Mehrschritt-Theorie der Krebsentstehung erwerben
Tumorzellen im Zuge ihrer Entwicklung das Potenzial zur unbegrenzten Zellteilung, die
Fahigkeit zum autonomen Tumorzellwachstum durch die Unabhangigkeit von
Wachstumssignalen sowie die Resistenz gegeniiber wachstumshemmenden Signalen
und Todesstimuli. Dies geschieht zumeist durch Aktivierung der fir das Zellwachstum
zustandigen Protoonkogene oder durch Deaktivierung der proliferationshemmenden
Tumorsuppressorgene. Um die wachsende Zellmasse mit genligend Sauerstoff und
Nahrstoffen zu versorgen, kdnnen Tumorzellen die Neubildung von BlutgefalRen, die

Angiogenese, induzieren. Neben diesen sechs bereits etablierten Tumorcharakteristika
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werden derzeit zwei weitere ,hallmarks® diskutiert. Zum einen ist dies die Resistenz
gegeniber der Tumorzellzerstérung durch das kérpereigene Immunsystem. Zum anderen
wird ein veranderter Energiemetabolismus, der die Umwandlung von Zucker bei
Vorhandensein von Sauerstoff ermoglicht, aufgefiihrt. Eine entscheidende Voraussetzung
fur die Ausbildung aller genannten Tumormerkmale bilden zudem die
tumorunterstitzende Entziindung sowie die Instabilitat und die Mutationen im Genom von
Krebszellen (HANAHAN UND WEINBERG, 2011).

Ferner orientiert sich die Einteilung von Tumoren an ihrer Abstammung von den drei
embryonalen Keimblattern: Dem Ektoderm, dem Mesoderm und dem Entoderm. Hier
werden die zwei groBten Gruppen unterschieden: Die epithelialen und die
mesenchymalen Tumoren. Die beiden Keimblatter des Ektoderms und des Entoderms
bilden den Ausgangspunkt fur die epithelialen Tumoren. Aus dem pluripotenten Gewebe

des Mesoderms entstehen die mesenchymalen Tumoren (BUHLING et al., 2008).

1.2 Das Rhabdomyosarkom

Das Rhabdomyosarkom ist ein maligner Tumor mesenchymalen Ursprungs mit
Differenzierungsmerkmalen quergestreifter Muskulatur (BOCKER et al., 2012; RUBIN et al.,
2011). Es ist der haufigste maligne Weichteiltumor bei Kindern und Jugendlichen, wobei
Jungen zu etwa 20% ofter betroffen sind als Madchen. In den Jahren 1980 bis 2017
erkrankten in Deutschland 2089 Kinder und Jugendliche unter 15 Jahren am
Rhabdomyosarkom. Der Haufigkeitsgipfel liegt bei Kindern unter 5 Jahren, wobei die
Altersverteilung je nach Subtyp (siehe Abb. 1) stark variiert. Rhabdomyosarkome sind
sehr aggressiv und in hohem Male therapieresistent. Ihre Prognose ist bei einer
Langzeit-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 69% unterdurchschnittlich und hat sich in den
letzten 35 Jahren kaum verbessert (DEUTSCHES KINDERKREBSREGISTER, 2019).

Die Weltgesundheitsorganisation (WHO) hat vier verschiedene Subtypen des
Rhabdomyosarkoms definiert: Das embryonale, das alveolare, das pleomorphe und das
Spindelzell-/sklerosierende Rhabdomyosarkom (FLETCHER et al., 2013). Die beiden
vorherrschenden Subtypen sind das alveolare (ARMS) und das embryonale
Rhabdomyosarkom (ERMS), wobei letzteres am haufigsten vorkommt. Das ERMS betrifft
Uberwiegend Kinder unter 10 Jahren und ist vor allem im Hals-Nasen-Ohren-Bereich und
im Urogenitaltrakt vorzufinden. Es hat mit einer Uberlebensrate von tber 70% die beste
Prognose unter allen Rhabdomyosarkomtypen. Das ERMS vom botryoiden Subtyp, das
traubenartig in Hohlorgane wie Uterus, Vagina und Harnblase hineinwachst, hat mit einer
95%-igen 5-Jahres-Uberlebensrate eine besonders gute Prognose (SCHLAG, 2011; SUN

et al.,, 2015). Meist werden die Rhabdomyosarkompatienten durch eine verdrangende
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Gewebsgeschwulst auffallig, die sowohl schmerzhaft als auch schmerzfrei sein kann. Je
nach Lokalisation variieren die Symptome von unspezifischen Beschwerden bis hin zu
Blutungen, Organobstruktionen und sogar Blindheit und Lahmungserscheinungen
(KLIEGMAN UND NELSON, 2007).

Das histologische Bild des ERMS variiert sehr stark von rundlichen bis hin zu stern- oder
spindelférmigen Zellen verschiedener GréRen mit eosinophilem, PAS-positivem
Zytoplasma, die in eine Matrix aus primitivem mesenchymalem Gewebe eingebettet sind
(Abb. 1). Die Querstreifung lasst sich meist erst elektronenmikroskopisch oder gar nicht
nachweisen. Neben dem morphologischen Bild der Rhabdomyoblasten lassen sich
Rhabdomyosarkomzellen auerdem durch den immunhistochemischen Nachweis einer
Desmin-, Myogenin- oder MyoD1-Expression identifizieren (BOCKER et al., 2012; RIEDE
UND BIANCHI, 2004). Eine einheitliche zytogenetische Veranderung konnte fur das ERMS
bisher nicht entdeckt werden. Als eines der Hauptmerkmale vieler ERMS gilt neben dem
Verlust der genetischen Pragung und zahlreichen Chromosomenamplifikationen und
-translokationen der Verlust eines der beiden Allele diverser Gene auf Chromosom
11p15.5. Dieser Verlust der Heterozygotie kann unter anderem zu diagnostischen
Zwecken genutzt werden (DAVICIONI et al., 2009). Die haufigsten Metastasierungsorte
sind die Lunge, die Lymphknoten, die Leber und das Gehirn (FOLPE UND INWARDS, 2010).
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Abb. 1: Histologische Darstellung der Rhabdomyosarkomsubtypen. A: embryonales
Rhabdomyosarkom; B: alveoldares Rhabdomyosarkom; C: pleomorphes Rhabdomyosarkom; D:
Spindelzell-Rhabdomyosarkom. Quelle: FOLPE UND INWARDS, 2010. Alle Urheberrechte gewahrt.

Mit ca. 20% stellt das ARMS den zweithaufigsten Subtyp der Rhabdomyosarkomfamilie
dar. Es betrifft vor allem Jugendliche und junge Erwachsene zwischen 10 und 25 Jahren
und ist besonders im Bereich der Extremitaten und des Koérperstamms vorzufinden
(BRENEMAN et al., 2003). Die Prognose des ARMS ist deutlich schlechter als die des
ERMS. Nach 5 Jahren sind nur noch 25 bis 30% der Patienten am Leben. Das ARMS
wachst meist schnell und verdrangend, ohne jedoch Schmerzen zu verursachen,

weswegen es meist erst spat entdeckt wird. Verglichen mit dem ERMS metastasiert das
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ARMS bei ahnlichem Verteilungsmuster doppelt so haufig. Die meisten ARMS bestehen
aus einheitlichen rundlichen Zellen, die nur selten eine Querstreifung aufweisen. Sie
werden durch bindegewebige Septen zu Nestern mit zentralem Kohasionsverlust geformt
und erinnern somit an Alveolen der Lunge. Es existiert jedoch auch eine solide Variante
des ARMS, die die alveolare Zellarchitektur vermissen lasst. Eine kraftige diffuse
Expression der muskularen Marker Desmin, Myogenin und MyoD1 ist meist auch bei der
Diagnosestellung des ARMS hilfreich (BOCKER et al., 2012; FOLPE UND INWARDS, 2010;
SCHLAG, 2011). Ein wichtiges Unterscheidungsmerkmal des ARMS vom ERMS ist das
Vorhandensein von spezifischen chromosomalen Translokationen. In ca. 75% der Falle
kommt es zur Verschmelzung der fur Transkriptionsfaktoren codierenden Gene PAX3 und
FOXO1 durch die Translokation t(2;13)(g35;q14). Eine weitere, jedoch seltenere
Translokation t(1;13)(p36;q14) erzeugt das Fusionsprodukt PAX7-FOXO1 (DAvis et al.,
1994; GALILI et al., 1993; SuN et al., 2015). Ein Nachweis der oben genannten
Translokationen und der dazugehdrigen Fusionsprodukte ist hoch spezifisch fur das
ARMS und konnte bisher nur dort nachgewiesen werden. PAX3 und PAX7 werden
wahrend der Embryonalentwicklung im Neuralrohr exprimiert und sind essenziell fur die
Wanderung von Myoblasten in die oberen und unteren Extremitaten. Die PAX7-FOXO1-
positiven Tumoren unterscheiden sich klinisch stark von den PAX3-FOXO1-positiven
Tumoren. Sie treten haufiger bei jungen Patienten auf, metastasieren seltener und zeigen
eine deutlich bessere Gesamtlberlebensrate von 75% verglichen mit den 8% bei der
PAX3-FOXO1-Variante. Somit bietet die Translokationsanalyse nicht nur eine wichtige
diagnostische Stitze, sondern hat Uberdies einen hohen prognostischen Wert fir das
Uberleben der Patienten (SCHLAG, 2011; SKAPEK et al., 2013).

Das pleomorphe Rhabdomyosarkom ist eine Raritat unter den Weichteilsarkomen. Es
kommt Uberwiegend in den unteren Extremitaten erwachsener Manner vor und hat eine
sehr schlechte Prognose. Die meisten Patienten versterben innerhalb eines Jahres nach
Symptombeginn (FOLPE UND INWARDS, 2010).

Das letzte und jungste Mitglied der Gruppe der Rhabdomyosarkome ist der
Spindelzell-/sklerosierende Subtyp. Bei Kindern und Jugendlichen betrifft es die
paratestikulare Region und fallt besonders durch seine gute Prognose mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von (iber 90% auf (CAVAZZANA et al., 1992; LEUSCHNER et al., 1993). Bei
Erwachsenen verhalt sich diese Tumorentitat ausgesprochen aggressiv, sie neigt zu einer
hohen Metastasierungsrate und spricht nur sehr schlecht auf Chemotherapie an. Die
5-Jahres-Uberlebensrate liegt hier bei gerade einmal 35%, wobei die Kopf-Hals-Region
als Hauptpradilektionsort gilt (NASCIMENTO UND FLETCHER, 2005).

Um eine risikoadaptierte Therapie der Rhabdomyosarkome gewahrleisten zu konnen,
missen neben den patientenbezogenen Daten vor allem die tumorbedingten

Risikofaktoren genau erhoben werden. Als Grundlage zur Einteilung maligner

13



Weichteiltumoren gilt die TNM-Klassifikation der UICC (Union Internationale contre le
Cancer). Diese wurde im Jahr 2017 fur die Patientengruppe der Erwachsenen
Uberarbeitet und anhand der befallenen Koérperregion weiter differenziert. Wie aus
Tabelle 1 ersichtlich, spielt dabei nicht nur die Grolenausdehnung des Tumors eine Rolle,
sondern auch der mogliche Befall regionaler und entfernter Lymphknoten sowie das
potenzielle Vorhandensein von Fernmetastasen. Fur das padiatrische Patientenkollektiv
sieht die aktuelle TNM-Klassifikation keine Differenzierung anhand der befallenen
Kdrperregionen vor (Tabelle 2). Es werden jedoch glinstige und unglnstige anatomische
Lokalisationen unterschieden. Zu den ginstigen anatomischen Lokalisationen zahlen die
Orbita, der Kopf- und Halsbereich sowie urogenitale Tumoren. Als unglnstige
Lokalisationen gelten unter anderem die Blase, die Prostata, die Extremitaten, der
Schadel, der Rumpf sowie das Retroperitoneum (WITTEKIND, 2017).

Der histopathologische Malignitatsgrad ist neben der TNM-Klassifikation ein
entscheidender Punkt bei der Prognoseeinschatzung und Therapieplanung des
Rhabdomyosarkoms. Das in Europa am haufigsten verwendete Tumorgrading-System fur
Weichteilsarkome wurde von der franzdsischen Antitumorfoderation FNCLCC (La
Fédération Nationale de Centres de Lutte Contre le Cancer) etabliert. Bei diesem wird
nach Auswertung der Tumordifferenzierung, der Anzahl mdglicher Mitosen und der
Anwesenheit von Nekrosen der Malignitdtsgrad rechnerisch ermittelt und in einem
dreistufigen Grading-System kategorisiert. Dabei beschreibt Grad 1 ein niedrigmalignes

und die Grade 2 und 3 jeweils ein hochmalignes Geschehen (COINDRE et al., 1986).
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T=Primartumor

Extremitaten, Stammoberflache und Koof-Hals-Region Organe des Thorax
Retroperitoneum P 9 und Abdomens
TX Primartumor nicht beurteilbar
TO kein Primartumor nachweisbar
T Tumor £5cm Tumor<2cm T}Jmor begrenzt auf
ein Organ
Tumor infiltriert die
T2a Tumor >5<10cm Tumor > 2 <4 cm Serosa des viszeralen
Peritoneums
Tumor mit
Tob mikroskopischer
Ausbreitung jenseits
der Serosa
Infiltration eines
zusatzlichen Organs
T3 Tumor > 10 <15 cm Tumor >4 cm oder makroskopische
Ausbreitung jenseits
der Serosa
Infiltration der
Orbita,
Schéadelbasis oder | multifokaler Tumor mit
T4a Tumor > 15 cm Dura, zentraler Befellll von mehr' als
Organe, zwei Regionen in
Gesichtsknochen einem Organ
oder Musculi
pterygoidei
Infiltration von multifokaler Tumor mit
Gehirn, Beteiligung von mehr
T4b pravertebraler als zwei, jedoch nicht
Muskulatur, mehr als flnf
UmschlieBung der | Regionen
A. carotis oder
Beteiligung des multifokaler Tumor mit
T4c ZNS durch eine Beteiligung von mehr
perineurale als finf Regionen
Ausbreitung
N=Lymphknotenbefall
NX regionare Lymphknoten nicht beurteilbar
NO regiondre Lymphknoten tumorfrei
N1 regiondrer Lymphknotenbefall
M=Fernmetastasen
MO keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen (auch Befall kontralateraler oder entfernter Lymphknoten)

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Rhabdomyosarkoms bei Erwachsenen (WITTEKIND, 2017).



T1 Tumor beschrankt auf einen anatomischen Bezirk

T1a Tumor £5cm

T1b Tumor =5 cm

T2 Tumorausdehnung jenseits eines anatomischen Bezirks

T2a Tumor £5cm

T2b Tumor =5 cm

Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Rhabdomyosarkoms bei Kindern. Die Klassifikation des
Lymphknoten- sowie Metastasenstatus ist analog der TNM-Klassifikation bei Erwachsenen (WITTEKIND,
2017).

Die Therapie des padiatrischen Rhabdomyosarkoms erfolgt nach der Evaluierung aller
patienten- und tumorbedingten Risikofaktoren nach einem multimodalen Konzept. Die
Cooperative Weichteilsarkom Studiengruppe (CWS) hat dazu finf Patientengruppen
definiert, die jeweils ein niedriges, mittleres, hohes oder ein sehr hohes Risiko in sich
tragen, am Rhabdomyosarkom zu versterben. Die Patienten mit einem metastasierten
Rhabdomyosarkom bildeten dabei eine eigene Risikogruppe (COOPERATIVE
WEICHTEILSARKOM STUDIENGRUPPE (CWS), 2012; MEZA et al., 2006). Tabelle 3 fasst die

Therapie des kindlichen Rhabdomyosarkoms zusammen.

Second-look-

Risikogruppe Subgruppe Chirurgie Chemotherapie Bestrahlung

niedrig A - VA —
B - -

mittel Cc + IVA +/-
D + +
hoch E,F,G + IVA +
sehr hoch H + IVA / IVAd +

IVA/ CEpV /IVE
metastasiert + +
+O-TId/TE

Tabelle 3: Therapieiibersicht des padiatrischen Rhabdomyosarkoms. A: Actinomycin-D; Ad:
Adriamycin; C: Carboplatin; E: Etoposid; Ep: Epirubicin; I: Ifosfamid; Id: Idarubicin; V: Vincristin; O-Tld /
TE: orale Erhaltungstherapie mit Trofosfamid und Idarubicin oder Etoposid. Eine primare R0-Resektion
des Tumorgewebes wird in allen Risikogruppen angestrebt. Second-look-Chirurgie: erneute operative
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Sanierung nach bereits erfolgter Primarresektion. Quelle: (COOPERATIVE WEICHTEILSARKOM
STUDIENGRUPPE (CWS) et al., 2012).

Das Therapiekonzept besteht aus zwei lokalen und einer systemischen Komponente. Den
wichtigsten Pfeiler der lokalen Therapie bildet die chirurgische Resektion des Tumors mit
moglichst tumorfreien Resektionsrandern. Die Patienten der Niedrigrisikogruppe erhalten
nach der chirurgischen Tumorentfernung das Vincaalkaloid Vincistin und das zytostatisch
wirksame Antibiotikum Actinomycin-D in vier Zyklen tUber 22 Wochen (BEVERLY RANEY et
al., 2011). Diese systemische Therapiekomponente richtet sich gegen im Korper
verbliebene Tumorzellen und ihre etwaigen Absiedlungen in anderen Organsystemen. Die
Patienten, die der Standardrisikogruppe angehdren, erhalten zusatzlich zu Vincristin und
Actinomycin-D noch das Alkylanz Ifosfamid in insgesamt 9 Zyklen uber 25 Wochen. In
US-amerikanischen Studien wird der Einsatz von Cyclophosphamid anstelle von Ifosfamid
praktiziert (ARNDT et al., 2009). Zusatzlich kann ab diesem Stadium lokal mit 36 bis
50,4 Gy bestrahlt werden. Die Strahlentherapie richtet sich wie die Chemotherapie gegen
mikroskopische Tumorreste. Das Gesamtiberleben der beiden oben genannten Gruppen
liegt bei jeweils 95%. Bei den Hochrisikogruppen E bis H gestaltet sich die
Tumorresektion fur gewdhnlich als sehr schwierig. Hier kann eine neoadjuvante Chemo-
oder Radiotherapie zur Volumenverkleinerung vor der eigentlichen Operation erwogen
werden. In der Patientengruppe mit einem sehr hohen Sterberisiko wird die
Chemotherapie durch den Zusatz des Anthrazyklins Adriamycin zu den blich
verwendeten Therapeutika intensiviert. In bisherigen CWS-Studien konnte in den
Gruppen mit hohem bzw. sehr hohem Sterberisiko ein Gesamtiiberleben von 68% bzw.
29% erreicht werden. Gegenstand einer aktuellen Studie (CWS-2007-HR) ist der Nutzen
einer sechsmonatigen oralen Erhaltungstherapie mit Trofosfamid und Idarubicin oder
Etoposid bei Patienten der Hochrisikogruppe, welche sich in Remission befinden
(KLINGEBIEL et al., 2008). In der Behandlung des metastasierten Rhabdomyosarkoms hat
diese oral verabreichte Erhaltungstherapie bereits Einzug in die CWS-Guidance gehalten.
Neben der Lokaltherapie erhalten die Patienten aulerdem eine Kombination aus den
Substanzen Ifosfamid, Vincristin, Actinomycin-D, Carboplatin, Epirubicin und Etoposid. Im
Falle eines unzureichenden Therapieansprechens oder eines Krankheitsriickfalls werden
Adriamycin, Cyclophophamid, Carboplatin, Topotecan, Trofosfamid, Idarubicin, Ifosfamid,
Vincristin und Etoposid in unterschiedlichen Kombinationen als second-line-Therapie
eingesetzt (COOPERATIVE WEICHTEILSARKOM STUDIENGRUPPE (CWS), 2012). Fur den
Topoisomerase-I-Inhibitor Irinotecan konnte in Phase-lI-Studien ebenfalls eine gute
Wirksamkeit in héheren Stadien des Rhabdomyosarkoms in Kombination mit Vincristin

nachgewiesen werden (MASCARENHAS et al., 2010). Weitere vielversprechende klinische
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Ansatze bieten die regionale Hyperthermie und die isolierte Extremitatenperfusion (ISSELS
et al.,, 2010). Fir Patienten mit metastasiertem Rhabdomyosarkom oder einem Rezidiv
kann aulRerdem eine haploidentische Stammzelltransplantation von einem der Elternteile
erwogen werden. Hierbei wird auf einen allograft-vs-tumor Effekt der elterlichen NK-Zellen
gegen die Rhabdomyosarkomzellen gesetzt (LANG et al., 2006; PEREZ-MARTINEZ et al.,
2012). Trotz des multimodalen Therapiekonzepts bleibt die Prognose der Patienten mit
fortgeschrittenem Rhabdomyosarkom schlecht. Dies unterstreicht das Erfordernis neuer
Therapieansatze, um das Patiententberleben zu verbessern.

Gegenstand der modernen Antitumorforschung sind unter anderem molekulare
Zielproteine, die an Signalwegen des Zelltodes oder der Zellvermehrung maligne
entarteter Zellen beteiligt sind. Sie versprechen eine zielgerichtete spezifische Therapie,
die sich vor allem gegen Tumorzellen richtet und somit weniger Nebenwirkungen an
gesundem Gewebe nach sich zieht. Solche molekularen targets sind beim
Rhabdomyosarkom z.B. das mammalian target of rapamycin (mTOR), eine Proteinkinase,
die eine wichtige Rolle bei der Regulation der Zellproliferation spielt (HOUGHTON et al.,
2010). Als potenzielles Therapieziel dient auch der vascular endothelial growth factor
(VEGF), der fir die Tumorangiogenese unentbehrlich ist. In einer Phase-II-Studie konnte
der Zusatz des mTOR-Inhibitors Temsirolimus zu den Ublichen Chemotherapeutika einen
Uberlebensvorteil bei Patienten mit rezidiviertem Rhabdomyosarkom im Vergleich zum
anti-VEGF-Antikoérper Bevacizumab bringen (MASCARENHAS et al., 2019). Ein weiteres
vielversprechendes Zielprotein ist der insulin-like growth factor 1 Rezeptor (IGF-1R).
IGF-1R ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase, die das Zellwachstum fordert und die Apoptose,
den programmierten Zelltod, hemmt. Im Rahmen der ARST08P1-Studie konnte allerdings
kein positiver Effekt des IGF-1R-spezifischen Antikdrpers Cituxumumab auf das
Uberleben von Patienten mit metastasiertem Rhabdomyosarkom gezeigt werden
(MALEMPATI et al., 2019; WAGNER et al., 2007).

Zahlreiche konventionelle Chemotherapeutika, die beim Rhabdomyosarkom eingesetzt
werden, haben zum Ziel, Signalwege des Zelltodes in Tumorzellen zu induzieren (MAKIN
UND DIVE, 2001). Der am besten untersuchte Signalweg ist der programmierte Zelltod, die
Apoptose (KERR et al., 1972). In Krebszellen von Rhabdomyosarkompatienten konnten
Veranderungen des Apoptosesignalwegs nachgewiesen werden, welche zu ihrer
verminderten Sensitivitdt gegenuber Chemotherapeutika flhren. Als einer der
Hauptresistenzmechanismen gilt die erhéhte Expression von antiapoptotischen Proteinen
durch Rhabdomyosarkomzellen (ARMISTEAD et al., 2007; FULDA, 2008; PAZZAGLIA et al.,
2009). In in-vitro-Studien mit Rhabdomyosarkomzellen konnte die Resistenz gegenuber
Chemotherapeutika durch die Blockade der antiapoptotischen Proteine bereits erfolgreich
Uberwunden werden (FAQAR-Uz-ZAMAN et al., 2018; PREUSS et al., 2013). Klinische

Studien fehlen allerdings bis dato. Somit stellen Proteine des Apoptosesignalwegs
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vielversprechende molekulare targets bei der spezifischen Therapie des
Rhabdomyosarkoms dar (VAN ERP et al., 2018).

1.3 Die Apoptose

Die Apoptose (griech.: das Abfallen) beschreibt einen aktiven Prozess des
.programmierten Zelltodes®, bei dem uUberschissige, veraltete und geschadigte Zellen
vom Korper abgebaut werden (KERR et al., 1972). Wahrend physiologischer Prozesse wie
der Embryonalentwicklung oder der Ruckbildung von Organen dient das evolutionar
hochkonservierte Prinzip der Apoptose der Aufrechterhaltung eines Gleichgewichts
zwischen Zellvermehrung und Zelltod. Doch auch bei pathologischen Ereignissen spielt
die Apoptose eine grolRe Rolle. Sie ist essenziell fir die Elimination von geschadigten
Korperzellen im Rahmen von ischamischen und degenerativen Vorgangen sowie fir das
Abtéten von mikrobiell infizierten und maligne entarteten Zellen (GANTEN et al., 2008).
Kerr und Kollegen beschreiben mehrere morphologische Veranderungen, die eine
apoptotische Zelle wahrend ihres ,Suizids“ durchlauft. Zunachst 16st sich die apoptotische
Zelle aus ihrem Zellverband und schrumpft. Das Chromatin wird kondensiert und der
Zellkern wird in kleine Teile fragmentiert. Bei einer Zerstérung des Zytoskeletts bildet die
Zellmembran zahlreiche vesikulare Ausstilpungen aus, die nachfolgend abgeschniirt
werden. Diese abgeschnirten Membranvesikel werden als apoptotische Koérperchen
bezeichnet und enthalten das gesamte intrazellulare Material (KERR et al., 1972; KERR,
1971; WYLLIE et al., 1980). Durch eine Verlagerung von Phosphatidylserinresten auf die
AulBenseite der Zellmembran werden die apoptotischen Koérperchen und Zellen als
,<fodgeweiht* markiert und von Phagozyten erkannt und abgebaut (FADOK et al., 1992).
Die Zellmembran sowie die Zellorganellen bleiben bis zu ihrer Phagozytose weitgehend
intakt. Eine Entzindungsreaktion in der Umgebung der untergehenden Zelle, die durch
das Platzen der Zellmembran induziert werden kénnte, wird somit verhindert (KERR et al.,
1972).

Die oben genannten Veranderungen werden durch die kaskadenartige Aktivierung von
spezifischen Cysteinylaspartasen, kurz Caspasen, ausgeldst (ALNEMRI et al., 1996). In
ihrem aktiven Zentrum enthalten die Caspasen die Aminosaure Cystein und spalten ihre
Substratproteine vor der Aminosaure Aspartat, wovon sich ihr Name ableiten lasst. Diese
Enzyme spielen eine wichtige Rolle bei der Apoptose und werden je nach ihrer Funktion
in Initiator- und Effektorcaspasen eingeteilt. Alle Caspasen werden als inaktive
Zymogene, sog. Procaspasen, synthetisiet und missen durch Spaltung oder
Dimerisierung aktiviert werden. Nach ihrer kaskadenartigen Aktivierung zerstéren die

Effektorcaspasen (Caspase-3, -6 und -7) die Zelle von innen und erleichtern somit ihre
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Phagozytose (RIEDL UND SHI, 2004). Sie spalten hochselektiv wichtige Bausteine des
Zytoskeletts und des Zellkerns, DNA-Reparaturenzyme sowie zahlreiche
Regulationsproteine des Zellwachstums (LAZEBNIK et al., 1994; EARNSHAW et al., 1999).
Infolge der Aktivierung von Caspase-3 wird ferner die zelleigene DNA in Fragmente
definierter Lange zerlegt (LIU et al., 1997).

Die Apoptose kann in drei aufeinander folgende Phasen unterschieden werden: Die
Induktions-, die Effektor- und die Degradationsphase, in der die oben genannten
Prozesse stattfinden. Dabei kdnnen zahlreiche interne und externe Signale das

apoptotische Programm initiieren (COHEN, 1997).

1.3.1 Signalwege der Apoptose
Der extrinsische Signalweg

Im Rahmen des extrinsischen Apoptosesignalwegs verarbeitet die Zelle diejenigen
Todessignale, die sie von aulden aus ihrer Umgebung erreichen. Dazu verfligt sie in der
Plasmamembran Uber sog. Todesrezeptoren mit cysteinreichen extrazellularen Doméanen,
welche die Bindung von Todesliganden ermdglichen. In der Literatur sind verschiedene
Todesrezeptoren beschrieben, welche alle der Tumornekrosefaktor (TNF)-Rezeptorfamilie
angehoren. Hierzu gehodren vor allem der TNFa-Rezeptor 1 (TNFR1), CD95 (APO-1
apoptosis antigen 1/Fas), die TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)-Rezeptoren
DR4 und DR5 sowie die death-Rezeptoren DR3 und DRG6. Die Todesrezeptoren binden
ihre entsprechenden Liganden an der Zelloberflache und leiten das Todessignal ins
Zellinnere weiter (LAVRIK et al., 2005; SCHULZE-OSTHOFF et al., 1998). Wie in Abb. 2
gezeigt, fuhrt die Bindung des Liganden zu einer Trimerisierung der Todesrezeptoren und
einer Exposition ihrer zytoplasmatischen death domain (DD), einer definierten
C-terminalen  Aminosauresequenz. Die intrazellularen  Adapterproteine  FADD
(Fas-associated death domain protein) und TRADD (TNF receptor-associated death
domain protein) verfiigen ebenfalls Uber eine Todesdomane (DD), mit welcher sie an die
Todesrezeptoren binden. FADD und TRADD nutzen ihre N-terminale death effector
domain (DED), um weitere Proteine mit selbiger Doméane wie Procaspase-8 und -10, RIP1
(receptor interacting protein 1), TRAF2 (TNF receptor-associated factor 2) oder c-Flip
(cellular CD95/Fas linked inhibitor protein) in ihre Nahe zu rekrutieren. Solch eine
Multiproteinformation aus Todesligand und -rezeptor, Adaptermolekilen und Procaspasen
wird als death inducing signaling complex (DISC) bezeichnet. Er bildet das Grundgerist
des extrinsischen Apoptosesignalwegs (DICKENS et al., 2012; KISCHKEL et al., 1995). Als
Pendant zum membrangebundenen DISC-Komplex kann eine Aktivierung der

Todesrezeptoren auch  zur  Ausbildung eines  zytoplasmatisch  geldsten
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Sekundarkomplexes fuhren (LAVRIK et al., 2008). Besonders im Falle des TNFR1-
induzierten Signalwegs spielen die Sekundarkomplexe IIA und IIB eine grof3e Rolle fiir die
Apoptose (WANG et al., 2008). Durch das Prinzip der induzierten Nahe werden die
Procaspasen-8 oder -10 am DISC- oder Sekundarkomplex konzentriert und durch
autokatalytische Spaltung und Dimerisierung selbst aktiviert (HUGHES et al., 2009;
SALVESEN UND DIXIT, 1999). In einigen Zelltypen, den sog. Typ | Zellen wie den
Lymphozyten, ist die Aktivierung der Caspase-8 ausreichend, um die daraus resultierende
proteolytische Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -6 und -7 und folglich die
Apoptosekaskade in Gang zu setzen (JOST et al., 2009). In anderen Zellen (Typ II)
wiederum ist die Aktivierung der Mitochondrien zur Signalverstarkung durch das Bcl-2
(B-cell lymphoma 2)-Familienmitglied Bid (BH3 interacting domain death agonist) fir den
weiteren Ablauf des ,programmierten Zelltodes® erforderlich (LI et al., 1998). Als
Gegenspieler der Apoptose kann c-Flip mit seiner DED an den DISC- bzw. den TNFR1-
Komplex binden und somit eine Aktivierung der Procaspase-8 verhindern (GOLKS et al.,
2005).
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Abb. 2: Extrinsischer Signalweg der Apoptose. TRAIL: TNF-related apoptosis-inducing ligand; FasL:
Fas-Ligand; DR: death receptor; FADD: Fas-associated death domain protein; DISC: death inducing
signaling complex. Modifiziert nach: HENGARTNER, 2000.

Bcl-2- Proteinfamilienmitglieder und der intrinsische Signalweg

Die Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie stellen die wichtigsten inhibitorischen
Schlusselproteine des intrinsischen Apoptosesignalwegs dar. Dabei werden pro- und
antiapoptotische Bcl-2-Verwandte unterschieden. Das Gleichgewicht zwischen den pro-
und antiapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitgliedern bestimmt dartber, wie eine Zelle
auf apoptotische Stimuli reagiert (FARROW UND BROWN, 1996). In Abhangigkeit von der
Anzahl der vorhandenen Bcl-2-Homologie-(BH)-Doméanen kénnen sie in drei
verschiedene  Gruppen unterteilt  werden: Die  antiapoptotischen Bcl-2-
Proteinfamilienmitglieder, die proapoptotischen Multidomanenproteine sowie die
proapoptotischen BH3-only Proteine (ADAMS UND CORY, 2018; 2002).

Die erste Gruppe der Bcl-2-Proteinfamilie  bilden die antiapoptotischen
Multidomanenproteine Bcl-2, Bcl-w (Bcl-2-like protein 2), Bel-xL (Bcl 2-like protein 1, long
isoform), A1 (Bcl-2 related protein A1) und Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1), die auch als
-Wachter der Apoptose” bezeichnet werden. Wie in Abb. 3 zu sehen, haben sie alle
gemeinsame Homologien in den BH-Doméanen 1 bis 4 und sind an Membranen von
Mitochondrien, des ERs (endoplasmatischen Retikulums) oder des Zellkerns lokalisiert
(KRAJEWSKI et al., 1993). Die BH-Doméanen 1 bis 3 bilden in den Multidomanenproteinen
eine hydrophobe Bindungstasche aus, welche die hydrophobe Seite der amphipathischen
a-helikalen BH3-Domane ihrer proapoptotischen Verwandten binden kann (DAY et al.,
2005; HINDs et al., 2003; PETROS et al., 2001; SATTLER et al., 1997). Die BH4-Domane
stabilisiert diese Bindungsfurche zusatzlich (WANG et al., 2007). lhre antiapoptotische
Wirkung entfalten die Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder beim intrinsischen
Apoptosesignalweg, indem sie entweder die BH3-only Proteine oder die Effektoren Bax
und Bak an ihrer BH3-Doméane binden und deren proapoptotische Funktion inhibieren
(TAN et al., 2006).

Die proapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder werden anhand ihrer Funktion in
Aktivatoren, Sensitivierer und Effektoren unterteilt. Die Proteine Bim und Bid sind
Aktivatoren der Apoptose und gehéren zur BH3-only Proteingruppe. Zusammen mit den
Proteinen Bad (Bcl-2 associated agonist of cell death), Bik (Bcl-2 interacting Killer), Noxa,
HRK (Harakiri), BMF (Bcl-2 modifying factor) und PUMA (p53 (tumor protein p53)
upregulated modulator of apoptosis), die als Sensitivierer der Apoptose fungieren,
besitzen sie nur Homologien in der proapoptotischen a-helikalen BH3-Doméane (Abb. 3).

Die Sensitiviererproteine gelten als Gegenspieler der Apoptoseinhibitoren Bcl-2, Bcl-w,
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Bcl-xL und Mcl-1. Die Sensitiviererproteine sind nicht in der Lage, die Effektorproteine Bax
und Bak direkt zu aktivieren. Jedoch koénnen sie die BH3-Bindungsstelle in
antiapoptotischen Proteinen blockieren und somit eine Inaktivierung der Aktivatorproteine
Bid und Bim oder der Effektorproteine Bak und Bax durch diese verhindern oder sie
aufheben (LETAI et al., 2002; WiLLIS et al., 2007, 2005). Der spezifische Bindungspartner
hangt dabei vom jeweiligen Sensitiviererprotein ab. So besitzt das Protein Bad eine hohe
Affinitdt zu den Proteinen Bcl-2, Bcl-xL (Bcl-2-like protein 1, long isoform) und Bcl-w,
jedoch nicht zu Mcl-1 und A1 (Bcl-2 related protein A1). Noxa dagegen bindet stark an
Mcl-1 und A1, jedoch nicht an Bcl-2, -xL und -w (CHEN et al., 2005). Sind die Aktivatoren
Bid und Bim also von der Blockierung ihrer BH3-Bindungsstelle durch die
antiapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder befreit und aktiviert, kbnnen sie ihre
proapoptotischen Fahigkeiten voll entfalten. Dabei aktiviert Bid bevorzugt Bak und das
verwandte Protein Bim wirkt Uberwiegend am Protein Bax (SAROSIEK et al., 2013). Somit
wird das proapoptotische Signal zum Mitochondrium an die Effektorproteine
weitergeleitet. Dabei kdénnen die proapoptotischen Bcl-2-Proteine auf der
Transkriptionsebene, durch posttranslationale Modifikationen, proteasomalen Abbau oder
anhand ihrer subzelluldren Lokalisation reguliert werden. So wird beispielsweise die
Transkription von PUMA und Noxa nach erfolgter DNA-Schadigung durch p53 als
Transkriptionsfaktor hochreguliert (NAKANO UND VOUSDEN, 2001; ODA et al., 2000).

Die Effektorproteine Bax und Bak sind komplexer aufgebaut und weisen wie das Protein
Bok (Bcl-2-related ovarian killer) Homologien in den BH-Doméanen 1, 2 und 3 auf (ADAMS
UND CoORY, 1998). Sie werden daher als proapoptotische Multidomanenproteine
bezeichnet und sind unverzichtbar fir die Apoptose (KORSMEYER et al., 2000; WEI et al.,
2001). Bax besitzt an seinem C-terminalen Ende einen Anker aus hydrophoben
Aminosauren, welcher sein Eindringen in Doppelmembranen ermdglicht (GOPING et al.,
1998). Neben ihren bereits erlauterten Funktionen am Mitochondrium kénnen Bax und
Bak an die Membran des endoplasmatischen Retikulums (ER) binden und dort die
Apoptose als Antwort auf ER-Stress induzieren (ZONG et al., 2003). Manon und Kollegen
konnten zeigen, dass Bax durch das antiapoptotische Bcl-2-Proteinfamilienmitglied Bcl-xL
blockiert wird, welches seinerseits von Bad inhibiert werden kann (MANON et al., 1997). Im
Falle eines Entzugs von Wachstumsfaktoren kann Bad nicht mehr von der
Serin-Threonin-Kinase-1 c-Akt phosphoryliert werden und entfaltet seine inhibierende
Wirkung an antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen, welche ihrerseits ihre proapoptotischen
Verwandten freisetzen (DATTA et al., 1997). Beim Effektorprotein Bak wird angenommen,
dass neben der direkten Aktivierung durch BH3-only Proteine die antiapoptotischen
Proteine Mcl-1 und Bcl-xL seine Oligomerisierung und Aktivierung verhindern kénnen (Kim
et al., 2006; WILLIS et al., 2005). Es gibt Hinweise darauf, dass der Sensitivierer PUMA
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ebenfalls als Aktivator agiert und die Effektorproteine Bax und Bak anregen kann (Kim et
al., 2006).

Neben ihrer herausragenden Rolle bei der Apoptose wurden flir einige Mitglieder der
Bcl-2-Proteinfamilie  zelltodunabhangige Funktionen bei Signalwegen des
Glukosemetabolismus, der Regulation der mitochondrialen Morphologie sowie der
Zellzykluskontrolle entdeckt (DANIAL et al., 2003; KARBOWSKI et al., 2006; ZINKEL et al.,
2005).

a. b.

antiapoptotische Bcl-2-Proteine (Wachter) proapoptotische Stimuli
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Abb. 3: Bcl-2-Proteinfamilie. a. Homologe Proteindoméanen in pro- und antiapoptotischen Bcl-2-
Proteinen. Bcl-2: B-cell lymphoma 2; BH: Bcl-2-Homologie; TM: transmembrane Region; Bcl-xL: Bcl-2-
like protein 1, long isoform; Mcl-1: myeloid cell leukemia 1; Bcl-w: Bcl-2-like protein 2; A1: Bcl-2 related
protein A1; Bax: Bcl-2-associated X protein; Bak: Bcl-2 antagonist/killer 1; Bok: Bcl-2-related ovarian
killer; Bim: Bcl-2-interacting mediator of cell death; Bid: BH3 interacting domain death agonist, PUMA:
p53 upregulated modulator of apoptosis; Bad: Bcl-2-associated agonist of cell death; Bik: Bcl-2-
interacting killer; HRK: Harakiri; BMF: Bcl-2 modifying factor. b. Vereinfachte Darstellung des
intrinsischen Apoptosesignalwegs. Modifiziert nach (ADAMS UND CORY, 2018).

Als Antwort auf intrazellulare Stressereignisse wie die Schadigung von DNA, den Entzug
von Wachstumsfaktoren oder z.B. den oxidativen Stress wird der intrinsische
Apoptosesignalweg ausgefuhrt (Abb. 4). Mithilfe der proapoptotischen Aktivatorproteine
Bid (BH3-interacting domain death agonist) und Bim (Bcl-2-interacting mediator of cell
death) wird das Signal zum Sterben innerhalb der Zelle zum Mitochondrium weitergeleitet.
Hiervon leitet sich der synonym gebrauchliche Begriff der mitochondrialen Apoptose ab
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(GREEN UND LLAMBI, 2015). Wei und Kollegen konnten zeigen, dass infolge einer
Spaltung des zytosolischen Proteins Bid zu tBid (truncated bid) es zu seiner Translokation
ans Mitochondrium kommt, an dem es das aulenmembranstandige Bak bindet und dort
seinen Konformationswechsel bewirkt (WEI et al., 2000). AufRerdem besitzen Bim und tBid
die Fahigkeit, an das proapoptotische Bax zu binden (HARADA et al., 2004; KORSMEYER et
al., 2000). Ob die BH3-only Proteine Bim und Bid direkt die Effektorproteine Bax (Bcl-2-
associated X protein) und Bak (Bcl-2 antagonist/killer-1) binden oder sie doch erst indirekt
durch die Bindung der antiapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder wie dem Bcl-xL
oder dem Mcl-1 (myeloid cell leukemia 1) deblockieren oder ob beides passiert, ist
Gegenstand aktueller Forschung (KUWANA et al., 2005; WILLIS et al., 2007; HUANG et al.,
2019). Aktuelle Forschungsergebnisse ricken das indirekte Aktivierungsmodell von Bax
und Bak weiter in den Vordergrund. Es wird angenommen, dass sich Bax und Bak nach
ihrer Befreiung von Bcl-xL und Mcl-1 selbst aktivieren und somit eigensténdig die
Apoptose einleiten kdénnen (HUANG et al., 2019). Wie bereits von Wolter und Kollegen
nachgewiesen wurde, verlagert sich das monomere aktivierte Bax aus dem Zytosol zum
Mitochondrium und entfaltet dort zusammen mit Bak seine proapoptotische Wirkung
(WoLTER et al.,, 1997). Nach ihrer Aktivierung und Oligomerisierung dringen die
Effektorproteine Bax und Bak in die du3ere Mitochondrienmembran ein und bilden hier
einen permeability transition pore (PTP)-Komplex. Diese Pore flihrt zum Zusammenbruch
der oxidativen Phosphorylierung und macht das Mitochondrium durchlassig flr
proapoptotische Molekile wie Cytochrom ¢, Smac (second mitochondria-derived activator
of caspase), die Serinprotease Omi und andere. Dieser Prozess wird als mitochondrial
outer membrane permeabilization (MOMP) bezeichnet (GREEN UND LLAMBI, 2015). Unter
Standardbedingungen ist Cytochrom ¢ an der Elektronentransportkette wahrend der
oxidativen Phosphorylierung, dem Energiegewinnungsprozess der Zelle, beteiligt und
seine Lokalisation ist streng auf den Raum zwischen der &ufleren und inneren
Mitochondrienmembran beschrankt (TAIT UND GREEN, 2010). Die Freisetzung von
Cytochrom c ins Zytosol fuhrt hier zur Bindung des apoptotic protease-activating factor 1
(APAF1) und seiner Oligomerisierung (Zou et al., 1997). Infolgedessen kommt es zur
Hydrolyse des APAF1-Cofaktors dATP (Desoxyadenosintriphosphat) zu dADP
(Desoxyadenosindiphosphat) und der Ausbildung eines Multiproteinkomplexes, des sog.
Apoptosoms, als Pendant zum DISC-Komplex des extrinsischen Apoptosesignalwegs
(Kim et al., 2005; L1 et al., 1997). Das Apoptosom besteht aus sieben radspeichenartig
angeordneten Einheiten aus APAF1, dATP und Cytochrom c. Im Zentrum des aktiven
Apoptosoms befindet sich die Procaspase-9 (Abb. 4) (Zou et al., 1999). Sie bindet mit
ihrer CARD (caspase recruitment domain) an die N-terminale CARD von APAF1 im
Zentrum des sog. Apoptosomrads und wird mittels des bereits erwahnten Prinzips der

induzierten Nahe durch Dimerisierung und Autokatalyse im Apoptosom aktiviert
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(BOATRIGHT et al., 2003; QIN et al., 1999). Die aktive Initiatorcaspase-9 setzt die
Caspasekaskade in Gang, indem sie sich selbst und die nachgeschalteten
Effektorcaspasen-3 und -7 aktiviert (LI et al., 1997).

Neben Cytochrom c¢ werden unter anderem auch die proapoptotischen Molekile
Smac/DIABLO, Omi/HtrA2 (high-temperature requirement A2) und AIF (apoptosis
inducing factor) aus dem mitochondrialen Zwischenmembranraum ins Zytosol freigesetzt
(HEGDE et al., 2002; SusIN et al., 1999). Smac und Omi férdern die weitere Aktivierung
von Initiatorcaspase-9 und den Effektorcaspasen-3 und -7, indem sie an die BIR
(baclovirus IAP repeat)-Domanen von XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis) binden und
seine inhibierende Wirkung auf diese aufheben (DEVERAUX et al., 1997; VERHAGEN et al.,
2000). Als Mitglied der IAP (inhibitor of apoptosis)-Familie inhibiert XIAP in Abwesenheit
von proapoptotischen Signalen direkt die Procaspasen-9, -3 und -7 und férdert zudem die
Ubiquitinylierung und Proteolyse ihrer aktiven Formen (ECKELMAN et al., 2006; SUZUKI et
al., 2001). Wie Jost und Kollegen zeigen konnten, nimmt XIAP des Weiteren eine wichtige
Rolle beim extrinsischen Apoptosesignalweg ein und verbindet diesen so mit dem
intrinsischen Signalweg (JOST et al., 2009).
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Abb. 4: Intrinsischer Signalweg der Apoptose. Bcl-2: B-cell ymphoma 2; Bcl-xL: Bcl-2-like protein
1, long isoform; Mcl-1: myeloid cell leukemia 1; cyto Bax: zytoplasmatisches Bcl-2-associated X
protein; Bak: Bcl-2 antagonist/killer 1; Bim: Bcl-2-interacting mediator of cell death; tBid: truncated
BH3 interacting domain death agonist; PUMA: p53 upregulated modulator of apoptosis; Bad: Bcl-2-
associated agonist of cell death; HRK: Harakiri; Smac: second mitochondria-derived activator ot
caspase; AIF: apoptosis inducing factor; APAF1: apopftotic protease-activating factor 1; dADP:

Desoxyadenosindiphosphat. Modifiziert nach (ADAMS UND CORY, 2018).

Der lysosomal-mitochondriale Signalweg

Neben der oben beschriebenen Apoptoseregulation durch Caspasen existieren weitere
Proteasen, welche die Apoptose caspaseabhangig oder auch -unabhangig einleiten
kénnen. Im Zuge der Weiterleitung von verschiedenen internen und externen
Apoptosestimuli durch p53, Bim, Bid, Bax oder Caspase-8 innerhalb der Zelle kommt es
zur lysosomalen Membranpermeabilisierung (LMP) und der Freisetzung von spezifischen
Hydrolasen, vorwiegend den Cathepsinen, aus dem Lysosom ins Zytoplasma
(FOGHSGAARD et al., 2001; KAGEDAL et al., 2005; WERNEBURG et al., 2002; YUAN et al.,
2002). Hydrolasen sind Enzyme, die Kohlenstoffverbindungen unter Verbrauch von
Wasser spalten. Cathepsine kénnen hiermit einerseits Uberlebenswichtige zellulare
Proteine abbauen und sind andererseits in der Lage weitere Hydrolasen und Enzyme wie
Caspasen zu aktivieren. Die Spaltung von Bid und Caspase-2 durch die Cathepsine B
und D fuhrt zur Induktion von MOMP und nachfolgender Apoptose auf intrinsischem
Wege (GUICCIARDI et al., 2005). Ein von Chen und Kollegen entdecktes Protein namens
LAPF (lysosome-associated apoptosis-inducing protein containing the pleckstrin
homology and FYVE domains) scheint LMP, MOMP und folglich die Apoptose auf eine
caspaseunabhangige Weise durch eine mdgliche Freisetzung von AlF (apoptosis inducing
factor) auszul@sen (CHEN et al., 2005; MODJTAHEDI et al., 2006).

1.3.2 Die Bedeutung von Apoptose fiir die Therapie maligner Tumoren

Die Resistenz gegenlber Todesstimuli wurde von Hanahan und Weinberg als eines des
Hauptcharakteristika von Tumorzellen definiert (HANAHAN UND WEINBERG, 2000). Defekte
im Apoptosesignalweg spielen sowohl bei der Karzinogenese als auch bei der Entstehung
von Resistenzen gegenuber konventionellen Chemotherapeutika eine wichtige Rolle. So
kénnen fehlerhafte Apoptoseprozesse zur Folge haben, dass maligne entartete Zellen

Mutationen erwerben. Diese erlauben es ihnen wiederum, die Apoptose zu umgehen und
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sich ungehemmt zu vermehren. Potenzielle Mutationen konnen theoretisch Uberall
entlang des komplexen Apoptosesignalwegs entstehen und die Zelle resistent gegeniiber
Zelltodsignalen machen. lhre Effekte werden dabei vereinfachend in drei verschiedene
Hauptgruppen eingeteilt: Die Dysbalance zwischen den pro- und antiapoptotischen
Proteinen, die gestérte Caspasefunktion und die Beeintrachtigung im Signalweg der
Todesrezeptoren (WONG, 2011).

Stérungen im Gleichgewicht zwischen den anti- und proapoptotischen Bcl-2-
Familienmitgliedern spielen eine zentrale Rolle bei der Apoptose in Tumorzellen. Das Gen
des antiapoptotischen Bcl-2 wurde bereits 1984 von Tsujimoto und Kollegen in humanen
Zellen des follikularen B-Zelllymphoms entdeckt (TSuJIMOTO et al., 1985). 85% aller
Lymphome dieser Spezies zeigen eine typische t(14;18) Translokation mit konsekutiver
Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Bcl-2 und einen fiir die Tumorzellen
daraus resultierenden Uberlebensvorteil (ADACHI et al., 1990; BOCKER et al., 2012; IQBAL
et al.,, 2004; STRASSER et al., 1990). Da die Anwendung von Chemotherapeutika haufig
zur Induktion von Apoptose fihrt, lassen sich Tumorzellen mit Aberrationen an
apoptotischen Signalwegen deutlich schlechter eliminieren. So sind Zellen mancher
Tumorarten in der Lage, den proteasomalen Abbau des antiapoptotischen Proteins Mcl-1
zu blockieren und dadurch eine Resistenz gegenuber tubulininhibierenden
Chemotherapeutika zu erlangen (WERTZ et al., 2011). Fir die Uberexpression des
antiapoptotischen Bcl-xL wurde ebenfalls eine Korrelation mit der Chemotherapieresistenz
von Tumorzellen nachgewiesen (AMUNDSON et al., 2000). Doch auch die Inaktivierung
von proapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitgliedern wie Bax, Bak oder Bad konnte in
maligne entarteten Zellen demonstriert werden (KONDO et al., 2000; LEE et al., 2004;
RAMPINO et al., 1997).

Basierend auf diesen Beobachtungen hat die Arbeitsgruppe um Certo die Methode des
sogenannten ,BH3-Profiling“ etabliert. Beeinflusst durch verschiedene tumoreigene innere
und aulere Stressfaktoren wie die genetische Instabilitdt oder den Nahrstoffmangel bei
Hypoxie, reagieren manche Tumorzellen sensibler auf Chemotherapeutika als andere, sie
sind ,bereit zum Sterben“ oder ,primed for death® (CERTO et al., 2006). Solche
Tumorzellen exprimieren stressbedingt deutlich groRere Mengen an proapoptotischen
BH3-only Proteinen. Eine kompensatorisch erhdhte Expression der antiapoptotischen
Bcl-2-Proteine neutralisiert jedoch die BH3-only Proteine und die Zelle Gberlebt. Kommt
es im Zuge einer Chemo- oder Radiotherapie zu einer Zunahme von
tumorzellschadigenden Ereignissen, steigen die Expressionsraten der proapoptotischen
BH3-only Proteine an. Der Uberschuss dieser fordert nachfolgend die Aktivierung von Bak
und Bax und die Tumorzelle begeht ,programmierten Selbstmord“ (DENG et al., 2007).
Das ,BH3-Profiling” bietet neben der Identifizierung anfalliger Tumorzellen die Méglichkeit

genau zu bestimmen, von welchen antiapoptotischen Bcl-2-Proteinen das Uberleben der
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Tumorzelle abhangt. Beide Determinanten haben dabei direkte klinische Bedeutung fur
die Prognose der Patienten bei zielgerichteter Antitumortherapie und liefern Aussagen
Uber den Effekt dieser sowohl auf Tumor- als auch auf Normalgewebe (CHONGHAILE et
al., 2011). Die Methode des BH3-Profiing wird in dieser Arbeit fir die
Rhabdomyosarkomzelllinie  TE-671  durchgefliihrt, um  apoptotische Prozesse,
insbesondere  die  Abhangigkeit von antiapoptotischen  Bcl-2-Proteinen, zu
charakterisieren.

Wurden die verantwortlichen Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder einmal identifiziert, kdnnen
sie anschlielend gezielt therapeutisch beeinflusst und die Apoptose in Tumorzellen
induziert werden. Die Gruppe der BH3-Mimetika greift die strategische BH3-Doméane der
antiapoptotischen Bcl-2-Proteine an und blockiert diese. Das in dieser Arbeit eingesetzte
oral verfugbare ABT-263 (Navitoclax) bindet selektiv die Proteine Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w,
jedoch nicht Mcl-1 oder A1 (OLTERSDORF et al., 2005). Seine Weiterentwicklung erbrachte
das Bcl-2-selektive ABT-199 (Venetoclax), welches aufgrund der mangelnden Bcl-xL-
Bindung zu keiner Thrombozytopenie fuhrt (SOUERS et al., 2013). In Erganzung hierzu
haben die Kollegen um Leverson und Kotschy einige kleinmolekulare Mcl-1-selektive
BH3-Mimetika entwickelt, deren wichtigste Vertreter A-1210477 und S63845 sind
(LEVERSON et al., 2015; KOTSCHY et al., 2016). Sowohl A-1210477 als auch der Bcl-2-
selektive Inhibitor ABT-199 und der Bcl-xL-selektive Inhibitor A-1331852 wurden bereits
an embryonalen Rhabdomyosarkomzellen getestet. Wenngleich eine Monotherapie mit
einem der BH3-Mimetika zu keinem Zelltod bei Rhabdomyosarkomzellen flihrte, so
konnte ein synergistischer Effekt mit konventionellen Chemotherapeutika Vincristin und
Etoposid nachgewiesen werden. Dabei zeigte die Kombination aus dem Bcl-xL-selektiven
Inhibitor A-1331852 und Vincristin oder Etoposid in embryonalen
Rhabdomyosarkomzellen die grofte zytotoxische Wirkung (FAQAR-Uz-ZAMAN et al.,
2018). Aktuelle Studien befassen sich auflerdem mit dem Effekt einer kombinierten
Anwendung von verschiedenen BH3-Mimentika auf das Uberleben von
Rhabdomyosarkomzellen. Die gleichzeitige Inhibition von Bcl-xL und Mcl-1 scheint den
groten Erfolg bei der Induktion von Apoptose in Rhabdomyosarkomzellen zu erzielen.
Dies unterstreicht die Abhangigkeit der Rhabdomyosarkomzellen von den
antiapoptotischen Proteinen Bcl-xL und Mcl-1 (KEHR et al., 2020).

Bei vielen Tumoren wurde auBerdem eine Uberexpression der antiapoptotischen
IAP-Familienmitglieder wie Survivin, XIAP, clAP1 oder clAP2 sowie ihre negative
Korrelation mit der Uberlebensprognose von Tumorpatienten beobachtet (AMBROSINI et
al.,, 1997; DAl et al., 2003; ImoTO et al., 2001; LOPES et al., 2007; MESRI et al., 2001).
Aufgrund  dieser Entdeckungen wurden zahlreiche |AP-Antagonisten, sog.
Smac-Mimetika, entwickelt, welche die proapoptotische Wirkung des endogenen

Smac-Molekils auf |APs nachahmen wund vor allem in Kombination mit
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Standardtherapeutika bereits positive Ergebnisse geliefert haben (MANNHOLD et al., 2010;
UENO et al., 2016). Zur Verstarkung der proapoptotischen Wirkung der Bcl-2-Proteine
wurden ferner kleine Molekile identifiziert, welche als direkte Bax-Aktivatoren fungieren
(GAVATHIOTIS et al., 2012; XIN et al., 2014).

Sowohl beim intrinsischen als auch dem extrinsischen Apoptosesignalweg spielen neben
Defekten der Bcl-2-Proteine auch Funktionsstérungen von Caspasen eine Rolle bei der
Entstehung von Tumoren und Chemotherapieresistenzen. Mit dieser Problematik
befassen sich sowohl medikamentdse als auch genetische Therapieansatze. Studien zur
Anwendung im Rhabdomyosarkom fehlen jedoch bislang (LI et al., 2007; PHILCHENKOV et
al., 2004; ROHN und NOTEBORN, 2004; VAN ERP et al., 2018).

Eine weitere Komponente der Onkogenese und Chemotherapieresistenz von Tumorzellen
stellen genetische Defekte an ihren Todesrezeptoren dar. Mutationen flihren zu einer
verminderten Expression oder Aktivitdt der Todesrezeptoren auf der Oberflache von
Krebszellen und férdern somit ihre Resistenz gegeniber extrinsischen Apoptosestimuli
(FRIESEN et al., 1997; PITTI et al., 1998; SHEIKH et al., 1999). Wahrend Versuche zur
Antitumortherapie mit Agonisten an CD95 und TNFa-Rezeptoren deutliche Toxizitat
gegenlber dem Normalgewebe gezeigt haben, war der praklinische Einsatz von
rekombinantem TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand) zunachst sehr
vielversprechend (ASHKENAZzI, 2015; SCHAEFER et al., 2007). Klinische Studien konnten
jedoch bisher weder flr rekombinantes TRAIL (Dulanermin) noch flir agonistische
Antikérper der TRAIL-Rezeptoren DR4/5 (Mapatumumab, Lexatumumab, AMG 655,
Apomab) als Mono- oder Kombinationstherapie eine signifikante Wirksamkeit zeigen
(CAMIDGE et al., 2007; LORUSSO et al., 2007; MERCHANT et al., 2012; SORIA et al., 2010,
2011; TRARBACH et al., 2010; YOUNES et al., 2010). In der Phase-lI-Studie NCT01327612
wurde der Effekt des DR5-Antikdrpers Conatumumab in Kombination mit konventioneller
Chemotherapie oder dem |IGF-1R-spezifischen  Antikérper Ganitumab bei
Sarkompatienten untersucht (AMGEN, 2020).

1.4 Der Apoptoseinhibitor ARC (apoptosis repressor with

caspase recruitment domain)

Als multifunktioneller Inhibitor der Apoptose nimmt das antiapoptotische Protein ARC
(apoptosis repressor with caspase recruitment domain) Einfluss sowohl auf den
intrinsischen als auch den extrinsischen Signalweg (NAM et al., 2004). ARC wird durch
das Gen Nol3 codiert, welches sich auf dem langen Arm von Chromosom 16 befindet und

aus 4 Exons und 3 Introns besteht. Die Exons 2, 3 und 4 liegen der Expression von ARC
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zugrunde. Das humane ARC-Protein setzt sich bei einem Molekulargewicht von 22,629
kDa aus 208 Aminosauren zusammen und wird von zwei funktionellen Doméanen gebildet
(KOsEKI et al., 1998). Die Entdeckung sowie zum groften Teil auch die Funktion von ARC
beruhen auf seiner N-terminalen Caspase-Rekrutierungsdomane (CARD), mithilfe derer
es in der Lage ist, diverse Interaktionen zu proapoptotischen Proteinen einzugehen
(KOSEKI et al., 1998; NAM et al., 2004). Die CARD gehért zur Familie der Todesdomanen,
ihre Struktur ist jedoch einzigartig und unterscheidet sich von den Ubrigen Todesdoméanen
durch die Abwesenheit der Faltungsuntereinheit H6 (JANG et al., 2015). Das C-terminale
Ende von ARC enthalt die saure P/E-Domane, eine prolin- und glutaminsaurereiche
Proteinregion.

Beim extrinsischen Apoptosesignalweg greift ARC inhibitorisch in die Bildung des
proapoptotischen DISC-Komplexes ein. Mit seiner N-terminalen Domane CARD geht ARC
Interaktionen mit der death domain (DD) von Fas/CD95 und FADD sowie der death
effector domain (DED) von Procaspase-8 und -2 ein und inaktiviert die entsprechenden
Proteine (KOSEKI et al., 1998; NAM et al., 2004). Auf diese Weise werden extrinsische
Apoptosestimuli nicht Uber diese Proteine hinaus in die Zelle weitergeleitet.

Um den intrinsischen Apoptosesignalweg zu inhibieren, werden beide Funktionsdomanen
von ARC eingesetzt. Die N-terminale CARD bindet an den C-Terminus von Bax sowie an
die BH3-Domanen von PUMA und Bad und neutralisiert so diese proapoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieder (GUSTAFSSON et al., 2004; LI et al., 2008; NAM et al., 2004). Mit seiner
P/E-Domane hemmt ARC aullerdem die Tetramerisierungsdomane von p53 im Zellkern
und induziert die Translokation von p53 ins Zytosol. Die Translokation ins Zytosol hemmt
p53 in seiner Rolle als Transkriptionsfaktor im Zellkern und blockiert somit zumindest
einen Teil seiner proapoptotischen Wirkung (Foo et al., 2007).

Mithilfe seiner sauren P/E-Domane ist ARC darlber hinaus in der Lage, aus dem
endoplasmatischen Retikulum freigesetzte Ca?*-lonen im Zytosol abzupuffern und somit
die ER-induzierte intrinsische Apoptose z.B. bei Hypoxie oder oxidativem Stress zu
hemmen (Jo et al., 2004).

Jo und Kollegen konnten weiter zeigen, dass wiederum groflere Mengen an
zytosolischem Ca?* zu einer Stérung der Interaktion zwischen ARC und Procaspase-8
fuhren (JO et al., 2004). Eine Phosphorylierung von ARC am Threoninrest auf Position
149 in seiner P/E-Region durch die Caseinkinase |l (CK2) scheint dabei essenziell zu sein
fur die Translokation von ARC zum Mitochondrium und seine dortige Assoziation mit
Procaspase-8 (LI et al., 2002; WANG et al., 2015).

Neben seiner herausragenden Bedeutung fir die Apoptosehemmung spielt ARC
aulterdem eine grofe Rolle bei einem anderen TNFa-induzierten Prozess des Zelltodes,
der Nekrose (AN et al., 2013; KUNG et al., 2014). Hier geht es mithilfe seiner CARD eine

31



direkte Interaktion mit dem TNFa-Rezeptor 1 ein und verhindert somit die Bildung des

Nekrosekomplexes | (KUNG et al., 2014).

1.4.1 Die Rolle von ARC in nicht-tumorosem Gewebe und in Tumoren

ARC in Muskel- und Hirnzellen, pankreatischen B-Zellen und im Lebergewebe
Bislang wurde die Expression und Wirkweise von ARC in zahlreichen nicht-
neoplastischen Geweben wie den Muskelzellen, aber auch in Gehirn- und
Bauchspeicheldrisenzellen untersucht.

Der initiale Nachweis von ARC in Proben der Skelett- und Herzmuskulatur lie zunachst
vermuten, dass es Uberwiegend in ausdifferenzierten Zellen exprimiert wird und fur ihre
Apoptoseresistenz und Langlebigkeit mit verantwortlich ist (KOSEKI et al., 1998). Bereits
ein Jahr spater konnten Ekhterae und Kollegen zeigen, dass ARC unter hypoxischen
Bedingungen, ahnlich denen bei einem Herzinfarkt, Kardiomyozyten von Ratten vor der
Apoptose bewahrte. Gerade in kritischen pathophysiologischen Situationen wie der
biomechanischen Beanspruchung des Herzmuskels bei Bluthochdruck oder der
Minderversorgung mit Sauerstoff bei Ischamie ist ARC in hohem Male kardioprotektiv.
Seine Aktivierung nach stattgehabtem Herzinfarkt limitierte z.B. den Umbau von tierischen
Herzmuskelzellen (DONATH et al., 2006; EKHTERAE et al.,, 2011). Die kardioprotektive
Wirkung von ARC konnten Gustafsson und Kollegen durch das Infundieren des
Fusionsproteins TAT (trans-activator of transcription)-ARC in ,gestresste Rattenherzen
nachweisen (GUSTAFSSON et al., 2004). Umgekehrt induzierte eine chronisch-arterielle
Hypertonie einen signifikant verringerten ARC-Proteinspiegel in der Herz- und
Skelettmuskulatur von Ratten sowie in der glatten Muskulatur ihrer Aorta. Die
Abwesenheit von ARC in Tiermodellen zu Hypertonie oder kardialer Ischamie ging ferner
mit einer erhohten Anzahl apoptotischer Kardiomyozyten einher und korrelierte mit einer
gesteigerten Inzidenz fur Kardiomyopathie bei den Versuchstieren (DONATH et al., 2006;
QUADRILATERO UND BLOEMBERG, 2010; QUADRILATERO UND RUSH, 2008). Auch bei
Patienten mit terminaler Herzinsuffizienz  konnte eine verringerte  ARC-
Proteinkonzentration bei unverandert gebliebener mRNA (messenger ribonucleic acid)-
Konzentration nachgewiesen werden (DONATH et al., 2006). Dies deutet auf eine
posttranslationale Destabilisierung des humanen ARC-Proteins hin und seinen Abbau in
Proteasomen oder Lysosomen (LI et al., 2014; NAM et al., 2007). Die Ubiquitin E3 Ligase
MDM2 (mouse double minute 2) ist beispielsweise in der Lage, den proteasomalen Abbau
von ARC und p53 zu fordern (Foo et al., 2007a; HAUPT et al., 1997). Letzteres lbt
ebenfalls einen hemmenden Einfluss auf ARC aus, indem es als Transkriptionsfaktor

seine Expression als Antwort auf Hypoxie oder oxidativen Stress blockiert (LI et al., 2008).
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Interessanterweise zeigte die Abwesenheit von ARC unter Ruhebedingungen keine
Konsequenzen. Gleichwohl flhrte eine Uberexpression von ARC zu einem Anstieg der
Kardiomyozytenzahl und einer  verbesserten Herzmuskelkontraktion nach
postischamischer Reperfusion (DONATH et al., 2006; Pyo et al., 2008).

Der Transkriptionsfaktor FOXO3a (forkhead box O3a) kann die Ca?*-assoziierte Apoptose
in Kardiomyozyten dadurch hemmen, dass es direkt an den Promotor von ARC bindet
und diesen somit aktiviert (LU et al., 2013). Eine erhohte Ca?*-Konzentration im Zytosol
resultiert andererseits in der Aktivierung der endogenen Serin/Threonin-Phosphatase
Calcineurin. Als Gegenspieler von Caseinkinase |l (CK2) deaktiviert Calcineurin ARC
durch seine Dephosphorylierung (TAN et al., 2008). Ein Gleichgewicht zwischen CK2,
FOXO3a und Calcineurin ist somit essenziell fir die antiapoptotische ARC-Wirkung in
Herzmuskelzellen bei Hypoxie oder oxidativem Stress (LU et al., 2013; TAN et al., 2008).
Eine an Kaninchen durchgefiuihrte Studie deckte des Weiteren eine mdgliche positive
Korrelation zwischen dem endogen produzierten weiblichen Hormon Ostrogen und dem
Uberleben nach Herzinfarkt auf. Durch eine Hochregulation der myokardialen ARC-
Expression (ibte Ostrogen einen positiven Einfluss auf die postischadmische Prognose von
Versuchstieren aus (BOUMA et al., 2010). Neben seiner kardioprotektiven Funktion bei
Herzinfarkt und Hypertonie scheint ARC auflerdem eine wichtige Rolle bei der
Doxorubicin-induzierten Kardiomyopathie zu spielen. Dabei bedingt die MicroRNA-532-3p
eine Herunterregulation der ARC-Expression nach Doxorubicingabe in vitro (AN et al.,
2009; WANG et al., 2015).

Abgesehen von seiner zellprotektiven Funktion in der quergestreiften Muskulatur des
Herzens und des Bewegungsapparats, zeigte ARC allerdings auch eine férdernde
Wirkung auf die Entstehung der pulmonalen Hypertonie. Erkrankte Patienten wiesen
hypoxiebedingt eine erhdhte Rate an Umbauvorgangen in ihrer arteriellen
Lungenstrombahn auf, die mit erhdhten ARC-Proteinspiegeln in glatten Muskelzellen
dieser Gefalle einherging. Die sonst so vorteilhafte Apoptoseinhibition durch ARC scheint
in diesem Zusammenhang einen negativen Effekt zu haben. So beginstigt sie das
Uberleben von hypoxisch veranderten GefaRmuskelzellen, welches zur Hypertrophie und
nachfolgend zu einer kritischen Verengung der Lungenstrombahn fihren kann (ZAIMAN et
al., 2011).

Ein unerwlnschter Effekt von ARC wird ebenfalls im Zusammenhang mit Morbus
Alzheimer postuliert. Eine ARC-Uberexpression in Gehirnproben verstorbener
Alzheimerpatienten stand einer eher niedrigen Expression in tierischem Normalgewebe
gegenuber und kdnnte die Elimination geschadigter Neurone verhindern (ABMAYR et al.,
2004; ENGIDAWORK et al., 2001). Ahnlich wie beim Modell der arteriellen Hypertonie geht
eine Minderversorgung des Gehirns mit Sauerstoff mit einer Reduktion des ARC-

Proteinspiegels in Versuchstieren einher. Unter ischamischen Bedingungen flhrte dies zu
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einer Erhéhung der Vulnerabilitdt von Neuronen des tierischen Hippocampus (HONG et al.,
2003). Auch die chronische Einnahme von Alkohol korrelierte mit einer gesunkenen ARC-
Proteinexpression im Kleinhirn untersuchter Mause (REN et al., 2009). Gleichwohl konnten
unter Ruhebedingungen keine Verhaltensanderungen oder histologischen Auffalligkeiten
im Gehirn von Tieren nach einem Knock-out von ARC beobachtet werden (DONATH et al.,
2006).

Die New Yorker Arbeitsgruppe um Wendy McKimpson, bei der die Verfasserin dieser
Arbeit mitgewirkt hat, entdeckte eine starke Expression von ARC in humanen
pankreatischen [(-Zellen, die fir die endokrine Funktion der Bauchspeicheldriise
unabdingbar sind und Uberwiegend Insulin produzieren. Im Zuge von ER-Stress wirkte
ARC stark antiapoptotisch auf die B-Zellen. Seine verminderte Aktivitat in diesen Zellen
konnte so einen wichtigen Pathomechanismus bei der Entstehung von Typ-2 Diabetes
darstellen (McKIMPSON et al., 2013).

Durch eine direkte Bindung der CARD von ARC an die c-Jun N-terminalen Kinasen (JNK)
1 und 2 in Leberzellen sowie seine Interaktion mit bereits bekannten Akteuren des
extrinsischen und intrinsischen Apoptosesignalwegs wie Bax, Bad, Fas, FADD und
Procaspase-8, wirkt ARC hepatoprotektiv. Es verhinderte die Fas-Liganden- oder
TNFa-induzierte Apoptose bzw. Nekrose von Leberzellen bei akutem Leberversagen oder
im Falle einer Intoxikation mit Acetaminophen, einem Zwischenprodukt von Paracetamol
(AN et al., 2012, 2013).

Die Rolle von ARC in Tumoren

Wenngleich die ,Zellschutzfunktion® des antiapoptotischen Proteins ARC in
,Normalgeweben“ meist positive Effekte mit sich bringt, ist sie in Tumorzellen
unerwinscht. Fur viele humane Tumorarten epithelialer Herkunft wie das Kolon-,
Mamma-, Ovarial-, Zervix-, Nieren- sowie das Kopf-/Hals-Karzinom wurde eine
Uberexpression von ARC im Vergleich zu ihrem urspriinglichen Normalgewebe
nachgewiesen (HEIKAUS et al., 2008; MERCIER et al., 2005, 2008; Wu et al., 2013). Durch
diese ARC-Uberexpression erlangen die Tumorzellen einen Uberlebensvorteil gegeniiber
tumorexternen und -internen Stressfaktoren (CHEN et al., 2008; ZHANG UND HERMAN,
2008). Im Falle einer Hypoxie steigt die Expression von ARC in vielen Tumorarten an. In
Zellen des renalen Klarzellkarzinoms bindet der Transkriptionsfaktor HIF1a (hypoxia-
inducible factor 1 a) an das hypoxia response element (HRE) des Nol3-Gens und regt so
die ARC-Expression als Antwort auf den Sauerstoffmangel an (RAZORENOVA et al., 2014).
Endogen exprimiertes ARC begunstigte die Proliferation von Brustkrebszellen in Mausen
und trug folglich zum Anstieg der Tumorlast im Vergleich zu ARC-Knock-out-Mausen bei.
Die Herunterregulation der ARC-Expression in Tierzellen senkte ferner die Invasivitat der

Brustkrebszellen sowie ihre Konzentration im Blutkreislauf und hemmte somit die
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Ausbildung von Fernmetastasen. Aulerdem férderte ARC die Therapieresistenz sowohl
von Primartumoren in der Brust als auch ihrer Metastasen gegentiber Apoptoseinduktoren
wie dem Anthrazyklin Doxorubicin oder den therapeutisch eingesetzten y-Strahlen
(MEDINA-RAMIREZ et al., 2011; MERCIER et al., 2005). Beide fihren zu DNA-Schaden an
betroffenen Zellen und aktivieren somit den intrinsischen Apoptosesignalweg.

In Zellen des Magen- und Zervixkarzinoms trug eine Uberexpression von ARC ebenfalls
zur Apoptose- und folglich Doxorubicinresistenz bei. Hier bindet es an PUMA, verhindert
dadurch die Akkumulation des dynamin related protein 1 (DRP1) in Mitochondrien und
inhibiert die mitochondriale Spaltung sowie die Freisetzung des proapoptotischen Smac-
Molekdls (LI et al., 2010; WANG et al., 2009).

Eine wichtige Voraussetzung fur die ARC-vermittelte Doxorubicinresistenz stellt laut Wang
und Kollegen seine Phosphorylierung am Threoninrest auf Position 149 durch die
Caseinkinase |l dar. Die posttranslationale Modifikation scheint ARC eine Translokation
aus dem Zytosol zum Mitochondrium zu ermdglichen, an dem es anschlieRend seine
antiapoptotische Wirkung entfalten kann (WANG et al., 2015).

Die ARC-Wirkung bei Chemotherapie ist nicht nur auf Doxorubicin beschrankt. In
menschlichen Glioblastomzellen fiihrte ein ARC-Knock-down zu einem gesteigerten
Ansprechen der Tumorzellen auf den Topoisomerase-ll-Inhibitor Teniposid. In
Gehirnproben der entsprechend erkrankten Tumorpatienten wurde verglichen mit dem
Gewebe gesunder Patienten zudem eine Uberexpression von ARC nachgewiesen (WANG
et al., 2012). Ahnliche Ergebnisse wurden an Geweben nasopharyngealer Karzinome
erhoben, wobei eine Resistenz gegeniber Cisplatin und y-Strahlen mithilfe von ARC
Uberwunden werden konnte (WU et al., 2013).

Neben soliden Tumoren spielt ARC auch eine Rolle bei Neoplasien der hamatologischen
Reihe. Seine Expression im Blut und Knochenmark von Patienten mit akuter myeloischer
Leukdmie (AML) war umgekehrt proportional zum Langzeitliberleben dieser nach einer
Behandlung mit Standardchemotherapeutika. ARC besitzt somit wahrscheinlich eine
klinische Prognoserelevanz fur die AML (CARTER et al., 2011).

Weitere Mechanismen regulieren das fur ARC codierende Nol3-Gen auf der
Transkriptionsebene. So aktivieren die GTPasen (Guanosintriphospat) H-Ras (Harvey rat
sarcoma viral oncogene homolog) und N-Ras (neuroblastoma rat sarcoma viral oncogene
homolog) den Promoter von Nol3 in Abhangigkeit von MEK/ERK (mitogenaktivierte
Proteinkinase Kinase/extrazellulare signalregulierte Kinase) und stimulieren auf diese
Weise die Expression von ARC. Zusatzlich hemmt N-Ras posttranslational die
Ubiquitinylierung und den proteasomalen Abbau von ARC (Wu et al., 2010). Mutationen in
Ras-Genen lassen sich in etwa einem Drittel aller humanen Tumoren nachweisen. Hier
fordern sie das unkontrollierte Wachstum von Tumorzellen und bieten ihnen

Ausweichmoglichkeiten gegentiber diversen Todessignalen (STEPHEN et al., 2014).
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Zur Bedeutung der Lokalisation von ARC innerhalb der Tumorzelle besteht noch immer
keine einheitliche Meinung. Sie variiert in Abhangigkeit vom Tumortyp enorm und lasst
derzeit keine eindeutigen Schlisse auf eine mogliche Prognoserelevanz zu. So befindet
sich ARC sowohl im Zytosol als auch im Zellkern von Brustkrebszellen, wobei benignes
Brustgewebe eine Uberwiegend nukledre ARC-Lokalisation aufweist (MERCIER et al.,
2005). In Zellen des humanen Kolon-, Pankreas-, Prostata- und Zervixkarzinoms, des
Glioblastoms und des kleinzelligen Lungenadenokarzinoms lasst sich ARC hauptsachlich
im Zellkern nachweisen (WANG et al., 2005). In Zellen des humanen Zervix- und
Magenkarzinoms sowie des Melanoms scheint ARC indes auf das Zytoplasma begrenzt
zu sein (CHEN et al.,, 2008; WANG et al., 2009). Wahrend es keinen direkten
Zusammenhang zwischen dem Malignitdtsgrad und der ARC-Lokalisation beim
Mammakarzinom zu geben scheint, verfugen lediglich die Zellen des maRig
differenzierten humanen Kolonkarzinoms Uber nukledres ARC. Anndhernd alle
Kolonkarzinomzellen zeigen eine zytoplasmatische ARC-Lokalisation wahrend ARC in
benignen Darmzellen nur sehr selten exprimiert wird (MERCIER et al., 2008).

Im Gegensatz zu gutartigen Brustdriisenzellen ist ARC in benignem Muskelgewebe und in
Nervenzellen des Hippocampus vor allem zytoplasmatisch angesiedelt (MERCIER et al.,
2008).

Als einzigartiger Inhibitor sowohl des extrinsischen als auch des intrinsischen
Apoptosesignalwegs bietet ARC einen vielversprechenden Ansatz fir die Diagnostik und
Therapie maligner Tumoren. Seine antiapoptotische Funktion in nicht-tumorésem Gewebe
kdnnte dabei jedoch einen limitierenden Faktor beim Einsatz von ARC-Antagonisten
darstellen. Es ist daher von besonderer Bedeutung, die genauen Pathomechanismen von
ARC in benignem und malignem Gewebe aufzudecken, um die Tumorzellen gezielt
angreifen zu kénnen.

Trotz der weitgehenden Erforschung der Rolle von ARC in gutartigen Skelett- und
Herzmuskelzellen, fehlen bislang Studien zu seiner Bedeutung in maligne entarteten
Muskelzellen. Beispielhaft daflir sollen in dieser Arbeit die Skelettmuskelzellen des

Rhabdomyosarkoms untersucht werden.
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1.5 Ziele der Arbeit

Das Rhabdomyosarkom ist der haufigste maligne Weichteiltumor bei Kindern. Doch trotz
aggressiver Therapiemethoden, die mit erheblichen Nebenwirkungen verbunden sind,
wird das Gesamtiberleben beim fortgeschrittenen metastasierten Rhabdomyosarkom als
schlecht angesehen. Grund dafur sind vor allem zahlreiche primare oder erworbene
Resistenzen der Tumorzellen gegentber Chemo- und Strahlentherapeutika, welche unter
anderem auf eine Hemmung der Apoptose zurtickzufihren sind. Dies unterstreicht die
Notwendigkeit weiterer Untersuchungen zur Identifizierung molekularer Mechanismen, die
zur Apoptoseresistenz bei Rhabdomyosarkomzellen fiihren, um die Therapieoptionen von
Patienten mit Rhabdomyosarkomen zu verbessern.

Einen Ansatzpunkt bietet hier die Identifikation von Apoptoseresistenzmechanismen.
Dabei kénnte das Protein ARC, wie in anderen malignen Tumoren auch, durch
zellschutzende antiapoptotische Effekte zur Chemo- sowie Strahlentherapeutikaresistenz
in Rhabdomyosarkomzellen beitragen.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht daher das antiapoptotische Protein ARC, dessen starke
Expression in humanen Rhabdomyosarkomzellen durch unsere Arbeitsgruppe bereits
nachgewiesen wurde (personliche Kommunikation mit Dr. rer. nat. Sarah Funke). Da bis
dato noch keine publizierten Daten zu ARC in Rhabdomyosarkomen existieren, sollen
folgende Fragestellungen am Rhabdomyosarkom als einem Beispiel fur mesenchymale

Tumoren beleuchtet werden:

1. Welche Rolle spielt ARC bei der intrinsischen Apoptose im embryonalen
Rhabdomyosarkom und welche Bedeutung haben dabei die Bcl-2-
Proteinfamilienmitglieder?

Zur Charakterisierung von ARC wird seine Expression in der adharenten humanen
Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 (embryonaler Subtyp) mit zwei viralen shRNA-
Plasmiden (small hairpin ribonucleic acid) dauerhaft herabgesetzt und hiernach das
Wachstumsverhalten der Zellen mittels eines Proliferationsassays untersucht.

Die Sensitivitdt der Rhabdomyosarkomzellen gegeniber dem Bcl-2-Antagonisten
ABT-263 wird durch Zellzédhlung eruiert und die ABT-263-vermittelte Induktion der
Enzymaktivitat fir die Caspasen-9, -8 und -3 durchflusszytometrisch bestimmt. Zusatzlich
wird die Spaltung des PARP-Proteins (Poly ADP-ribose Polymerase) als Zeichen
stattfindender Apoptose im Western Blot analysiert. Um einen mdglichen Effekt von ARC
bei der intrinsischen Apoptose zu untersuchen, werden alle Ergebnisse sowohl in nativen,
untransduzierten Rhabdomyosarkomzellen als auch in den mit einem ARC-Knock-down

erhoben. Als Kontrolle dienen die mit non-silencing shRNA transduzierten TE-671-Zellen.
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Die Expression der wichtigsten pro- und antiapoptotischen Mitglieder der Bcl-2-

Proteinfamilie wird mittels Western Blot detektiert.

2. Welchen Effekt hat ARC auf die Apoptoseresistenz embryonaler
Rhabdomyosarkomzellen gegentliber extrinsischen Stimuli?
Als Induktor extrinsischer Apoptose wird der rekombinant hergestellte Todesligand TRAIL
eingesetzt. Die Expression der TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5 in der
Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 wird mittels Western Blot untersucht. Anschliel3end
wird die Sensitivitdt der Rhabdomyosarkomzellen gegeniber TRAIL mittels Zellzahlung
bestimmt und die PARP-Spaltung zum Apoptosenachweis im Western Blot detektiert.
Analog zu den Versuchen zum intrinsischen Apoptosesignalweg werden die TRAIL-
Versuche in untransduzierten und in ARC-Knock-down-Zellen durchgefuhrt. Damit soll der
Einfluss der ARC-Proteinexpression auf das Uberleben der Rhabdomyosarkomzellen

nach extrinsischer Apoptoseinduktion tGberprift werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborgerate

Laborgerat

Firma

Analysewaage
Autoklav

Brutschrank

Durchflusszytometer CyFlow space
ELISA-Reader; Modell 680
Feinwaage
Inkubationsschuttler RMS
Inkubationsschuttler 3033
Kudhlschranke

Laser Scanning Mikroskop 510
Magnetruhrer MR 3001
Mikroskop Labovert FS
Neubauer-Zahlkammer
Odyssey® Infrared Imaging System
pH-Meter

Photometer

Pipetten

Pipettierhilfe Pipetboy acu
Scepter Cell Counter
Sterilbank Typ DLF/BSS6
Thermomixer 5436

Vortex Genie 2

Wasserbad
Western-Blot-Anlage
Zentrifuge Biofuge 13R
Zentrifuge Labofuge 400R
Zentrifuge Megafuge 1.0R

Zentrifuge Minispin plus

Sartorius AG (Goéttingen)
Systec (Linden)

Forma scientific, Thermo Fisher
Scientific (USA)

Sysmex, ehem. Partec (Norderstedt)
BioRad (USA)

Sartorius AG (Goéttingen)

CAT Zipperer (Ballrechten-Dottingen)
GFL (Burgwedel)

Liebherr (Schweiz)

Zeiss (Oberkochen)

Heidolph (Schwabach)

Leitz (Wetzlar)

LO — Laboroptik (England)
LI-COR Biosciences (USA)
HANNA instruments (USA)
Eppendorf (Hamburg)
Eppendorf (Hamburg)

Integra Biosciences (Schweiz)
Merck Millipore (USA)
Schrader (Gottingen)
Eppendorf (Hamburg)

Scientific Industries (USA)
Fischer & Rintelen (Essen)
BioRad, Hoefer (USA)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Heraeus (Hanau)

Eppendorf (Hamburg)
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2.1.2 Verbrauchsmaterialien

Produkt

Firma

Deckglaser

FACS-Rd6hrchen
Falcon-Gefalie (15 ml; 50 ml)
Glaspipetten
Nitrilhandschuhe
Nitrozellulosemembran

Objekttrager

Parafilm

Pipettenspitzen
PlastikkUvetten
Plastikpipetten
Reaktionsgefalie (0,5-2 ml)

Sterilfilter

Whatman Papier
Zellkulturflaschen
Zellkulturschaber
Zellkulturschalen
Zellkulturplatten (6-Well, 96-Well)

2.1.3 Chemikalien

Produkt

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
(Edermtinde)

Sarstedt (NUimbrecht)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Carl Roth (Karlsruhe)

Ansell (Belgien)

Whatman (Dassel)

Engelbrecht Medizin- und Labortechnik
(Ederminde)

American National Can Company
(USA)

Starlab (Hamburg)

Eppendorf (Hamburg)

Corning (USA)

Eppendorf (Hamburg), Sarstedt
(NUmbrecht)

Sartorius AG (Goéttingen)
Whatman GmbH (Dassel)

Greiner Bio-One (Frickenhausen)
Techno Plastic Products (Schweiz)
Techno Plastic Products (Schweiz)

Techno Plastic Products (Schweiz)

Firma

Ammoniumpersulfat

Arginin

Asparagin

Blotting Grade Blocker (non-fat dry milk)
Bovines Serum Albumin
Dimethylsulfoxid

DMEM

Braun (Melsungen)

Honeywell Fluka (USA)

Serva (Heidelberg)

BioRad (USA)

Paa Laboratories (Colbe)
Sigma-Aldrich (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)
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DualColor™ Protein Loading Buffer

Dulbecco’s PBS

EDTA

EDTA 1%

Ethanol 70%

Fetal Calf Serum

Formaldehydlésung 37%

Glycerin

Glycin >99%

HEPES 1M

IS Mounting Medium DAPI
Isopropanol

L-Glutamin 200 mM

Methanol pro analysis

Natriumchlorid

Penicillin-Streptomycin
Polyethylenimin

Ponceau S

Protease-Inhibitor Complete EDTAfree
Tablette

Protein Assay Dye Reagent Concentrate

Protein Reducing Agent

Puromycin Dihydrochlorid

Rotiphorese Gel 30 (Acrylamid-Mix)

SDS ultra pure >99%

TEMED

Thiazolyl Blue Tetrazolium Bromide (MTT)
Trizma base 99%

Triton X-100

Trypanblau 0,2%

Trypsin 10x Losung

Tween 20

Vectashield mounting medium

Thermo Fisher Scientific, ehem.

Fermentas (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Carl Roth (Karlsruhe)
Biochrom AG (Berlin)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (USA)

Carl Roth (Karlsruhe)

Merck (Darmstadt)

Carl Roth (Karlsruhe)

Thermo Fisher Scientific (USA)
Dianova (Hamburg)

Carl Roth (Karlsruhe)

Thermo Fisher Scientific (USA)
Merck (Darmstadt)

Merck (Darmstadt)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Roche Diagnostics (Schweiz)

BioRad (USA)

Thermo Fisher Scientific, ehem.

Fermentas (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)
Carl Roth (Karlsruhe)

Carl Roth (Karlsruhe)

BioRad (USA)

Sigma-Aldrich (USA)
Sigma-Aldrich (USA)

Serva (Heidelberg)
Sigma-Aldrich (USA)

Thermo Fisher Scientific (USA)
Merck (Darmstadt)

Biozol (Eching)
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2.1.4 Losungen und Puffer

Name

Blockinglésung Western Blot

Blockinglésung Immunfluoreszenz

DAPI-Losung

Elektrophoresepuffer (10x)

Formaldehydldsung

Ponceau-S-Lésung

Primary Antibody Dilution Buffer

TBS/T-Waschpuffer (10x)

Transferpuffer

Einwaage/Molaritat

5% (w/v) fettfreies Milchpulver
0,1% (v/v) Tween-20

In 1XTBS

10% (v/v) Normal Goat Serum
0,1% (v/v) Triton X-100
In PBS

1 ug DAPI in 1ml PBS

20 g SDS

60 g Tris

288 g Glycin

Ad 2 L Aqua dest.

3,7% (v/v) Formaldehyd in PBS

0,5 g Ponceau
1 ml Eisessig
Ad 100 ml Aqua dest.

5% (w/v) BSA
0,1% (v/v) Tween-20
In 1XTBS

0,1 M Tris/HCI; pH 7,6
0,15 M NaCl
0,2% Tween-20

0,025 mM Tris/HCI; pH 8,5
0,2 M Glycin

20% (v/v) Methanol

Ad 2 L Aqua dest.
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Zelllysepuffer 30 mM Tris/HCI; pH 7,5
150 mM NaCl
1% (v/v) Triton X-100
10% (v/v) Glycerin
2 ml steriles Aqua dest. mit 1 darin
geldster Protease-Inhibitor Tablette
Ad 50 ml Aqua dest.

2.1.5 Zellkultur

Die adharente humane Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 wurde aus der
Kleinhirnbiopsieprobe einer sechsjahrigen Patientin mit der Diagnose eines zerebellaren
Medulloblastoms etabliert (MCALLISTER et al., 1977). Ende der Achtzigerjahre wurde die
Zugehdrigkeit der Zelllinie TE-671 zum Rhabdomyosarkom und die Verwandtschaft zur
Zelllinie RD nachgewiesen (CHEN et al., 1989; STRATTON et al., 1989). Somit gehért die
untersuchte Zelllinie TE-671 aller Wahrscheinlichkeit nach dem embryonalen Subtyp des

Rhabdomyosarkoms an (MCALLISTER et al., 1969).

Name Einwaage/Molaritat
Zellkulturmedium 500 ml DMEM
10% (v/v) FCS
10 mM HEPES pH 7,4
1% (v/v) Penicillin/Streptomycin
72 mg/l Asparagin
200 mg/I Arginin
2 mM L-Glutamin
2 ug/ml Puromycin bei transduzierten

Zellen

PBS/EDTA-L6sung 95% (v/iv) PBS
5% (v/v) 1% EDTA

Trypsin/EDTA-L6sung 90% (v/v) PBS/EDTA-L6sung
10% (v/v) Trypsin 10x Lésung

43



2.1.6 Molekularbiologische Kits und ProteingroBenstandard

Kit

Firma

Red-Caspase-9, -8 und -3 Staining Kit

PromoKine Promo Cell GmbH
(Heidelberg)

PageRuler Prestained Plus Protein Ladder von Thermo Scientific

2.1.7 Antikorper

Fir den Nachweis der proapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder Bak, Bax, Bid,

Bim und PUMA wurde das Pro-Apoptosis Bcl-2 Family Antibody Sampler Kit mit der

Produkt-ID 9942 von Cell Signaling verwendet.

Antigen

ARC

Bak

Bax

Bcl-2

Bcl-xL

Bid

Bim

Bok

DR5

DR4

Mci-1

PARP

Quelle

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Kaninchen

Maus

Kaninchen

Kaninchen

Produkt-ID

PA1-30681

6947

2772

M0887

2762

2002

2819

PA5-11387

8074

sc-8411

4572

9542

Bezugsquelle

Thermo Scientific
(USA)

Cell signaling
(USA)

Cell signaling
(USA)

Dako (Hamburg)

Cell Signaling
(USA)

Cell Signaling
(USA)

Cell Signaling
(USA)

Thermo Scientific
(USA)

Cell Signaling
(USA)

Santa Cruz (USA)

Cell Signaling
(USA)

Cell signaling
(USA)

Verwendung

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

WB

Verdiinnung

1: 1000

1: 500

1: 1000

1: 1000

1: 500

1: 1000

1: 1000

1: 1000

1: 500

1: 500

1:200

1: 1000

1: 1000
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. Cell signaling )
PUMA Kaninchen 4976 (USA) WB 1: 500
GAPDH Maus G8795 Sigma (USA) WB 1: 4000
a-Tubulin | Maus T9026 Sigma (USA) WB 1: 4000

Tabelle 4: Auflistung verwendeter Primarantikorper. WB: Western Blot. IF: Immunfluoreszenz.

Bezugsquelle

Verwendung

Verdiinnung

Antikorper Quelle Zielspezies
g?sgé%@) Ziege Maus
L%lgé“*s) Ziege Kaninchen
?;iﬁg'guor@ Ziege Kaninchen

LI-COR
Biosciences WB
(USA)

LI-COR
Biosciences WB
(USA)

Thermo
Scientific (USA)

1: 10 000

1: 10 000

1: 500

Tabelle 5: Auflistung verwendeter Sekundarantikorper. WB: Western Blot. IF: Immunfluoreszenz.

2.1.8 Apoptosemodulierende Substanzen

Substanz Bezugsquelle

Selleck Chemical

Produkt-ID

Losungsmittel

Konzentration

ABT-263 (USA) 923564-51-6 DMSO 10 uM
10 ng/mi;
. Enzo Life ALX-201-115- .
SuperKillerTRAIL Sciences (USA) C010 PBS 50 ng/ml;
100 ng/mi

Tabelle 6: Auflistung verwendeter apoptosemodulierender Substanzen. DMSO: Dimethylsulfoxid;

PBS: phosphate-buffered saline; TRAIL: Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand.
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ABT-263

Abb. 5: Strukturformel von ABT-263. Quelle: WWW.SELLECKCHEM.COM

Zur Induktion des intrinsischen Signalwegs der Apoptose wurde das BH3-Mimetikum
ABT-263 eingesetzt (Abb. 5). Es ist ein oral bioverfiigbarer Bcl-2-Proteinfamilieninhibitor
mit hoher Bindungsaffinitat zu den antiapoptotischen Proteinen Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w.
Durch  seine  Strukturdhnlichkeit zur BH3-Domédne des  proapoptotischen
Sensitiviererproteins Bad ahmt ABT-263 die Wirkung von Bad nach, indem es die
hydrophobe BH3-Bindungsstelle der antiapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder
Bcl-2, Bel-xL und Bcl-w besetzt und somit blockiert. Es kommt folglich zur Aktivierung von
Bax und der Dissoziation des proapoptotischen Effektorproteins Bak vom
antiapoptotischen Bcl-xL. Dies fihrt schlieBlich zur Permeabilisierung der &uferen
Mitochondrienmembran und der Initierung von Apoptose. In vivo Versuche mit
Tumorzellen der lymphatischen Reihe haben gezeigt, dass Bcl-2 als Hauptangriffsziel fir
ABT-263 dient. ABT-263 wirkt vor allem an den Bcl-2/Bid- und Bcl-2/Bad-Komplexen
(ARANOVICH et al., 2012; MERINO et al., 2012). Zu den antiapoptotischen Bcl-2-
Proteinfamilienmitgliedern Mcl-1 und A1 besitzt ABT-263 hingegen eine relativ geringe
Bindungsaffinitat. Es wurde bereits mehrfach nachgewiesen, dass eine Uberexpression
von Mcl-1 mit hoher Resistenz gegentber ABT-263 oder seiner Vorgangersubstanz
ABT-737 korreliert (TSE et al., 2008, OLTERSDORF et al., 2005, VAN DELFT et al., 2006,
CERTO et al., 2006).

Studien haben gezeigt, dass ABT-263 unabhangig von der Bcl-2-Proteinfamilie

proapoptotisch wirken kann. Uber eine Expressionssteigerung des C/EBP homologous
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Proteins (CHOP) initiiert ABT-263 ER-Stress in oralen Karzinomzellen in vitro und in
Mausversuchen (YANG et al., 2019).

TRAIL

Das verwendete SuperKillerTRAIL (skTRAIL) ist ein Derivat des natirlich vorkommenden
Todesliganden TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), welches ein potenter
Induktor des extrinsischen Apoptosesignalwegs ist (WILEY et al., 1995, PITTI et al., 1996).
Es enthalt ein Killer™-Verbindungspeptid, das durch zusatzliche
Disulfidbrickenbindungen zu Quervernetzungen im skTRAIL fuhrt und dieses zu einem
stabileren Oligomer macht. Dadurch entfallt die Notwendigkeit der Zugabe eines
Quervernetzungs-Enhancers bei den Versuchsreihen mit dem bereits oligomerisierten
skTRAIL. Der Ligand skTRAIL bindet sowohl an den Todesrezeptor DR4 als auch an DR5
(ENzO SCIENTIFIC, Stand 18.12.2022, BEYRATH et al., 2016; JANE et al., 2011).

2.1.9 Software und Server

Software

BioRad Microplate Manager™ Software; Version 5.2

FloMax, Version 1

GraphPad Prism; Version 6

Microsoft Excel, Picture Manager, PowerPoint, Word; 2007/2010
Odyssey Infrared Imaging System 2400; Version 2.1

Zeiss ZEN; 2011

Server

PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed)
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2.2 Methoden

2.21 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Lentivirale Transduktion

Um den Einfluss von ARC in der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 zu untersuchen,
wurden die Zellen im Vorfeld der Arbeit mit Hilfe von 45 ug Polyethylenimin mit den
Plasmiden pGIPZ ARC-shRNA (small hairpin ribonucleic acid) 1365 und 1542 (5 ug) stabil
transduziert. AuRerdem wurde hierbei das HIV1-Helferplasmid pCD/NL-BH (5 ug) zur
Expression der viralen Proteine gag, pol und rev (pCD/NL-BH) sowie der Hullvektor
pczVSV-G (5 ug) in die Zellen eingebracht (ZHANG et al., 2004, PIETSCHMANN et al.,
1999). Die verwendeten Plasmide wurden von der Firma Thermo Scientific bezogen. Zur
Kontrolle des Einflusses des Transduktionsvorgangs auf das Verhalten der Zellen diente
das pGIPZ non-silencing shRNA-Plasmid, das auler einer Puromycinresistenz und der
Expression von turboGFP (green fluorescent protein) keine Wirkung auf die
Genexpression, insbesondere die von ARC, entfalten sollte. Zur Selektion der
transduzierten Zellen wurde das Antibiotikum Puromycin in einer Konzentration von
2 yg/ml zum Zellkulturmedium hinzugegeben. Das ebenfalls durch die pGIPZ Vektoren
codierte Protein turboGFP ermdglichte durch seine griine Eigenfluoreszenz eine visuelle
Kontrolle des Transduktionserfolgs in der Fluoreszenzmikroskopie und konnte wahrend
durchflusszytometrischer Messungen zusatzlich zur Selektion transduzierter Zellen

verwendet werden.

2.2.1.2 Kultivierung der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671

Zur Durchfuhrung der geplanten Versuchsreihen wurden die adharenten TE-671-Zellen im
Brutschrank bei einer konstant gehaltenen Atmosphare von 5% Kohlenstoffdioxid, einer
Temperatur 37°C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Um eine
dichteabhangige Proliferationshemmung zu verhindern und die Heterogenitat der Zellen
zu erhalten, wurden diese konstant in der logarithmischen Wachstumsphase gehalten.
Dazu wurden sie nach Erreichen einer 70-80%igen Konfluenz passagiert. Das bereits
verbrauchte Zellkulturmedium mit den abgesonderten Stoffwechselprodukten und
abgestorbenen Zellen wurde entfernt und durch frisches Medium mit darin enthaltenen
neuen Nahrstoffen ersetzt.

Hierzu wurde das in der Zellkulturflasche befindliche alte Medium abgenommen und die
adharenten Zellen mit einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) gewaschen. Somit

wurde das restliche Zellmedium samt der darin befindlichen Abbauprodukte und des
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proteinreichen FCS (fetal calf serum) entfernt. Letzteres besitzt die Eigenschaft, die zur
Ablésung der Zellen eingesetzte Trypsinisierung zu verhindern. Diese wurde
anschlielfend durch Zugabe einer Trypsin-/EDTA-LOsung (Ethylendiamintetraacetat)
durchgefluhrt. Hierbei spaltet die Serinprotease Trypsin Peptidbindungen der behandelten
Zellen an der Oberflache, die ihnen zur Verankerung am Boden des Kulturgefales und
auch untereinander im Zellverband dienen. Der Chelatbildner EDTA bindet bevorzugt
zweiwertige Kationen wie Ca?* und Mg?*, die fir Zell-Zell- und Zell-Oberflachen-
Bindungen bendtigt werden und unterstitzt somit den Vorgang der Zellablésung. Nach
5 Minuten wurde der Vorgang durch Zugabe von gleichem Volumenanteil an Zellmedium
abgebrochen und die Zellen resuspendiert. Schliel3lich wurde ein dem Splittingverhaltnis
entsprechender Anteil der Zellen in eine neue, saubere Zellkulturflasche Gberfiihrt.

Da im Vorfeld der Arbeit eine lentivirale Transduktion der Zellen durchgefihrt wurde,
ergaben sich daraus drei Varianten der eingesetzten Zelllinie TE-671. Zum einen wurden
die mit non-silencing-shRNA und die mit ARC-shRNA transduzierten Zellpopulationen in
separaten Zellkulturflaschen kultiviert. Zum anderen erhielten diese beiden Zellgruppen
ein mit Puromycin versetztes Zellkulturmedium, gegen das sie resistent waren und das
der Selektion der transduzierten von den untransduzierten Zellen diente. Die
Puromycinresistenz war zusammen mit dem turboGFP-Signal auf dem eingebrachten
Vektor codiert. Die untransduzierte Zellvariante wurde ebenfalls separat kultiviert. Das
hier  eingesetzte Medium enthielt  folglich kein Puromycin, da die
Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 keine nachgewiesene Puromycinresistenz besitzt. Bei
allen Versuchen wurde darauf geachtet, dass die Puromycinselektion stets eingehalten

wurde.

2.2.1.3 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels Neubauer-Zahlkammer und

Zahlpipette

Neubauer-Zahlkammer

Zunachst wurden die adharent wachsenden TE-671-Zellen wie unter 2.2.1.2. beschrieben
vom jeweiligen GefalRboden abgeldst und ein Teil von ihnen nach Resuspension in einem
bestimmten Verhaltnis mit Trypanblau-L&sung (0,2% in PBS) versetzt. Die so entstandene
Zellsuspension wurde auf die Neubauer-Zahlkammer unter das Deckglas pipettiert. Die
Auswertung der Anzahl vitaler Zellen erfolgte unter dem Lichtmikroskop. Der Farbstoff
Trypanblau vermag die Zellmembran stark geschadigter und toter Zellen zu durchdringen
und diese blau anzufarben. Demzufolge wurden ausschlie3lich farblose Zellen als vital
angesehen und in allen acht GroR3quadraten der Zahlkammer ausgezahlt. Die

Berechnung der Gesamtzellzahl erfolgte nach der folgenden Gleichung:
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Zellzahl _ (xx y) y

104
ml 8

x: Anzahl gezahlter Zellen in 8 GroRquadraten

y: Verduinnungsfaktor

10 Kammerfaktor

Zahlpipette

Die Zellzahlbestimmung durch die Scepter Cell Counter-Pipette von Merck beruht auf
dem Prinzip der impedanzgestutzten Zelldetektion. Zu untersuchende Zellen wurden wie
unter 2.2.1.2. resuspendiert und gegebenenfalls zur besseren Handhabung in ein Falcon-
Gefalk Uberflihrt. Die Pipette wurde in die Zellsuspension gehalten, wobei der Sensor ein
vordefiniertes Volumen von 60 ul aufgenommen hat. Beim VorbeiflieRen der Zellen am
Pipettensensor erzeugen diese eine Widerstandserhdhung im Gerat, welche gemal

Ohm’schem Gesetz:

U=RxI

U: Spannung
R: Widerstand

|: Stromstarke

in eine Spannung umgewandelt und aufgezeichnet wird. Aus der Widerstands- und
Spannungsanderung errechnet das Gerat die Zellzahl fur die ausgewahlte Zellpopulation.
Aulder der Zellzahl bestimmt die Pipette ebenfalls die GroRe der durchflielenden Partikel
und bildet diese in einem Histogramm ab. Hier kann durch Setzen von Gates die Zellzahl

der vitalen Zellpopulation separat bestimmt werden.
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2.2.1.4 Bestimmung der Lebendzellzahl mittels ELISA-Reader

Das kolorimetrische MTT-Assay dient der quantitativen Beurteilung von Zellproliferation
und -aktivitat (MOSMANN, 1983). Es basiert auf der Fahigkeit mitochondrialer Enzyme
vitaler Zellen, das ursprunglich goldfarbene MTT
(3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium)-Bromid  zu einem lilafarbenen
Formazansalz, das in Kristallen ausfallt, zu reduzieren. Zur Durchfihrung des Assays
wurde das MTT in einer Konzentration von 5 mg/ml in PBS gel6st und die Stocklésung
lichtgeschutzt aufbewahrt.

Das MTT-Assay wurde dazu verwendet, um eine Proliferationskinetik der unter 2.2.1.1.
aufgefuihrten Zellgruppen der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 anzufertigen. Diese
diente zum einen der Bestimmung der exponentiellen Wachstumsphase der
entsprechenden Zellen und zum anderen sollte gezeigt werden, ob ein Knock-down von
ARC oder das alleinige Einbringen eines viralen Vektors in die Zellen einen Einfluss auf
das Proliferationsverhalten der jeweiligen Zellgruppe hatte. Hierzu wurden 3 x 10° Zellen
in 200 pl Kulturmedium pro Well in 96-Well-Zellkulturplatten ausgesat und bei 37°C,
5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit im Brutschrank bis zum Erreichen einer Zelladharenz
am GefalRboden inkubiert. An Tag 0 bis 7 nach der Aussaat wurde die entsprechende
Lebendzellzahl bestimmt. Dazu wurden in jedes zu messende Well 50 pl der MTT-Ldsung
gegeben und die Zellen fur 2 Stunden bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit im
Brutschrank inkubiert. Hiernach wurde das Medium samt MTT entfernt und die Zellen mit
100 pyl DMSO pro Well versetzt, um die gebildeten Kristalle zu I6sen. Dies erfolgte fir
10 Minuten bei Raumtemperatur und unter Ausschluss von Licht. Die
Absorptionsmessung wurde anschlieBend bei einer Testwellenldange von 570 nm und
einer Referenzwellenlange von 655 nm durchgeflhrt (ELISA-Reader 680; BioRad). Die
dabei gemessene optische Dichte war wahrend der linearen Wachstumsphase direkt
proportional zur Anzahl vitaler Zellen und konnte nach Erstellung einer Kalibrierungskurve
errechnet werden. Hierzu wurden Zellen der drei Zellpopulationen in einer aufsteigenden
Konzentration von 2000 bis 36000 Zellen/Well in 2000-er Schritten ausgesat und wie
oben fir 2 Stunden mit MTT im Brutschrank inkubiert. Nach der Messung der
entsprechenden optischen Dichte konnte fur jede Zellgruppe eine Kalibrierungskurve
angefertigt werden, die jeder Zellzahl einen entsprechenden Absorptionswert zugeordnet
hat. In den linearen Abschnitt dieser Kurve wurde eine Ausgleichsgerade gelegt und ihre
Geradengleichung bestimmt. So ergab sich flr die untransduzierte, die non-silencing- und
die ARC-Knock-down-Zellpopulation jeweils eine Formel, mit der der gemessene
Absorptionswert in eine Zellzahl umgerechnet werden konnte.

Diese Formel diente unter anderem dazu, anhand der ermittelten Wachstumskurven
(Anhang, Abb. 20) die Verdopplungszeit der jeweiligen Zellpopulationen zu berechnen.

Hierzu wurde nach Ermittlung der exponentiellen Wachstumsphase analog zur
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Kalibrierungskurve eine Ausgleichsgerade in den linearen Bereich der Wachstumskurve
gelegt und ihre Geradengleichung aufgestellt. Fir die ARC-Knock-down-Zellgruppe

lautete diese:

¥ =56629x x— 32713;R?> = 0,9924

und flr die transduzierte non-silencing-Kontrollzellgruppe:

¥y=77195x x — 41210; R* = 0,9881.

Das BestimmtheitsmaR R? stellt dabei einen Parameter fiir die Gite der linearen
Regressionsgeraden dar. Ein R? = 0 bedeutet, dass kein linearer Zusammenhang
zwischen den Variablen x und y besteht. Ein R? nahe dem Wert ,1¢ beschreibt einen
starken linearen Zusammenhang zwischen den Variablen x und y. Anhand dieser
Gleichungen wurden die Verdopplungszeiten anschlieRend mittels mathematischer

Umformungen ermittelt.

2.2.1.5 Behandlung mit apoptosemodulierenden Substanzen

Zur Induktion von Apoptose mit apoptosemodulierenden Substanzen wurden die Zellen in
Abhangigkeit vom durchgefihrten Versuch in Zellkulturschalen, -flaschen oder
Transwellplatten in einer Dichte von 1-3 x 10* Zellen/cm? ausgesét und flir mindestens
12 Stunden unter Standardbedingungen im Brutschrank inkubiert. Vor Beginn der
Behandlung wurde das verbrauchte Zellkulturmedium entfernt und anschlieBend ein
frisches Medium, welches die entsprechend eingesetzte Substanz enthielt, auf den
Zellrasen gegeben. Zur Kontrolle diente das Losungsmittel der entsprechenden
apoptosemodulierenden Substanz, das in identischer Konzentration in Medium gelést und
auf die Zellen pipettiert wurde. Nach der erforderlichen Inkubationszeit im Brutschrank
wurde die Lebendzellzahl wie unter 2.2.1.3. beschrieben bestimmt oder weitere Versuche

durchgeflhrt. Fir jede Zellpopulation wurde eine separate Kontrollbehandlung angesetzt.
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2.2.2 Molekularbiologische Methoden

2.2.2.1 Nachweis von Caspaseaktivitiat mittels Durchflusszytometrie

Caspasen sind die zentralen Akteure im komplexen Geflge des programmierten
Zelltodes. lhr Aktivitdtsmuster spiegelt somit die proapoptotische Wirkung der
eingesetzten apoptosemodulierenden Substanzen in der Zelle wider. Zur Messung der
jeweiligen Caspaseaktivitat wurden fluoreszenzbasierte Kits verwendet und das farbliche
Signal anschlieBend im Durchflusszytometer registriert. Die im Kit enthaltenen
Caspaseinhibitoren Z-IETD-FMK, Z-LEHD-FMK und Z-DEVD-FMK vermoégen in lebende
Zellen einzudringen und hier spezifisch das aktive Zentrum der jeweiligen aktivierten
Caspase-8, -9 oder -3 durch ihre zusatzliche Fluoromethylketongruppe (FMK) irreversibel
zu binden. Dabei bestehen die Inhibitoren aus einem Tetrapeptid, dessen
Aminosauresequenz komplementar zu einem Abschnitt im aktiven Zentrum der zu
hemmenden Caspase ist. Sie dienen somit als Substrat fur die aktiven Caspasen, die sie
irreversibel binden. Inaktive Caspasen werden nicht gebunden, da diese erst durch
proteolytische Spaltung aktiviert werden und einen Konformationswechsel vollziehen
mussen. Um die beschriebene Reaktion sicht- und messbar zu machen, sind die
Caspaseinhibitoren an den roten Fluoreszenzfarbstoff Sulforhodamin gekoppelt, dessen
Aktivitat durchflusszytometrisch quantifiziert werden kann. Das rote Signal wurde im FL2-
Kanal bei einer Extinktionswellenlange von 540 nm und einer Emissionswellenlange von
575 nm quantifiziert. Im FL1-Kanal wurde hingegen das grine Signal mit einer
Wellenlange von 525 nm abgebildet. Dieses wurde zum groten Teil von den
transduzierten Zellen generiert, deren pGIPZ-Transduktionsvektor eine Sequenz zur
Codierung des grunen Fluorochroms turboGFP enthélt. Die untransduzierten Zellen
wiesen zudem eine geringe griine Eigenfluoreszenz auf.

Die Durchflusszytometrie erlaubt eine genaue Untersuchung von Zellen anhand ihrer
emittierten Fluoreszenzsignale. Dabei werden die in Suspension gebrachten Zellen in
einem Strahl einzeln an Lasern vorbeigefihrt. Mit einer den Lasern eigenen
Extinktionswellenlange regen diese die zellgebundenen Fluorochrome an und es erfolgt
ein Ubergang auf ein hoheres Energieniveau. Bei der Riickkehr von angeregtem in das
Ruheenergiestadium emittieren die Fluoreszenzfarbstoffe energiedrmeres Licht einer
héheren Wellenlange (Fluoreszenz). Detektoren nehmen die ausgesandten Lichtstrahlen
auf, welche anschliefend in Intensitatssignale umgewandelt werden (BONNER et al.,
1972). Zur weiteren Analyse werden die gemessenen Lichtintensitaten in Datenwolken
(Dot-Plots) dargestellt (Anhang, Abb. 23).

Fir die oben beschriebenen Messungen wurden die drei unter 2.2.1.1 generierten
Zellgruppen der Zelllinie TE-671 in einer Dichte von 3 x 10* Zellen/cm? in T-25-

Zellkulturflaschen ausgesat und fir mindestens 12 Stunden im Brutschrank unter
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Standardbedingungen inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Behandlung mit ABT-263 wie
unter 2.2.1.5. beschrieben. Als Kontrolle dienten mit DMSO (0,5%) behandelte Zellen.
Nach mikroskopischer Kontrolle der Zellvitalitdt wurde das Zellmedium jeweils in ein
15-ml-Falcon Uberflihrt. Der Zellrasen wurde mit 2 ml PBS gewaschen und das
verwendete PBS ebenfalls in das Auffanggefald mit dem bereits enthaltenen Nahrmedium
gegeben. Ins Auffanggefald wurden anschliefend die abgelésten und resuspendierten
Zellen gegeben. Es erfolgte eine Pelletierung der Zellen bei 30 g und 20°C fir 3 Minuten.

Fir die anschlieliende Reaktion wurde die folgende Losung lichtgeschutzt vorbereitet:

master-Mix Caspase Assay 12 yl Zellkulturmedium/cm?
0,04 ul Caspase-3, -8 oder -9

Inhibitor/cm?

Jedes Zellpellet wurde in 300 pl des master-Mixes resuspendiert und in ein
Eppendorfgefal® Gberfuhrt. Als Negativkontrolle diente eine mit Kulturmedium versetzte
Zellprobe, welche jedoch kein Caspasesubstrat enthielt. Die Zellen wurden fir 45 Minuten
im Brutschrank inkubiert und anschlielend bei 27 g und 20°C fur 3 Minuten zentrifugiert.
Das entstandene Zellpellet wurde zweimal mit jeweils 500 ul Waschpuffer gewaschen und
anschliefdend in 800 uyl Waschpuffer aufgenommen. SchlieRlich konnten die Proben auf
Eis und gegen Licht geschutzt der Durchflusszytometrie zugefuhrt werden. Als Kontrolle
der Substanzwirkung dienten mit dem Ldsungsmittel DMSO behandelte Zellen der

entsprechenden Zellgruppe.

2.2.2.2 Isolation von Proteinen aus der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671

Die in Zellkulturflaschen ausgesaten Zellen wurden wie unter 2.2.1.2 beschrieben
abgeldst und in ein 15-ml-Falcon uberfuhrt. Gemeinsam mit dem Zellkulturmedium und
den zuvor verwendeten Reagenzien PBS sowie Trypsin/EDTA wurde die Zellsuspension
fur 4 Minuten bei 400 g und 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde das entstandene
Zellpellet zweimal mit 5 ml PBS gewaschen. Nach dem letzten Waschschritt wurde der
Uberstand abgenommen, das Zellpellet in Abhédngigkeit der erwarteten
Proteinkonzentration in 50-100 ul Proteinlysepuffer aufgenommen und mittels Vibration
durchmischt. In Zellkulturplatten erfolgte das Ablosen der Zellen unter Verwendung eines
speziellen Zellschabers und 300 ul Proteinlysepuffer.

Fur 20 Minuten wurde die Zellsuspension im Eisbad inkubiert, wobei sie zwischenzeitlich

auf dem Vortex-Mixer durchmischt wurde. Dieser Schritt diente dazu, die Zellmembranen
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mit dem verwendeten Puffer aufzuschlieRen und die in den Zellen enthaltenen Proteine
freizusetzen. AnschlieRend wurden die Proben bei 14000 g und einer Temperatur von 4°C
fur 20 Minuten zentrifugiert, um die in Lésung befindlichen Proteine von den Ubrigen
Zellbestandteilen zu separieren. Der proteinreiche Uberstand wurde abgenommen und in
ein frisches Reaktionsgefal® Uberflhrt. Bis zu ihrer weiteren Verwendung wurden die
Proben bei -80°C gelagert.

Proteinlysepuffer 50 mM Tris/HCI; pH 7,4
1% (v/v) Triton X-100
0,1% (w/v) Natriumdodecylsulfat

1 Tablette Protease-Inhibitor
150 mM NaCl
Ad 50 ml Aqua dest.

2.2.2.3 Bestimmung der Proteinkonzentration nach Bradford

Die Bestimmung der Proteinkonzentration im zuvor gewonnenen Zelllysat erfolgte unter
Verwendung der kalorimetrischen Methode nach BRADFORD aus dem Jahr 1976. Sie
basiert auf der Beobachtung, dass der verwendete Farbstoff Coomassie Brilliant Blue G-
250 bei Bindung an Proteine einen Umschlag seines Absorptionsmaximums von 465 nm
zu 595 nm vollzieht, welcher photometrisch detektiert werden kann. Der Wechsel von der
kationischen zur anionischen Form wird durch eine Farbanderung von rot zu blau
sichtbar.  Unter  Einwirkung von Van-der-Waals-Kraften und  hydrophoben
Wechselwirkungen lagert sich die anionische Form des Farbstoffs an Arginingruppen der
zu untersuchenden Proteine an (COMPTON UND JONES, 1985). Um die Konzentration der
gewonnenen Proteine zu bestimmen, wurde 1 pl der zu untersuchenden Probe mit dem
1:5 verdiinnten Bradford-Reagenz in einer Messkuvette auf 1 ml aufgefillt. Die Messung
der Absorption erfolgte bei einer Wellenlange von 595 nm im Spektralphotometer. Da die
Hohe der Absorption bei 595 nm direkt proportional zur Proteinkonzentration ist, wurde
eine Kalibrierungskurve mit Rinderserumalbumin (BSA) in aufsteigender Konzentration
von 1-10 ug BSA angefertigt und ihre Geradengleichung bestimmt. Anhand dieser konnte
nun eine Umrechnung der ermittelten Absorptionswerte in die entsprechende
Proteinkonzentration vorgenommen werden. Zur Kontrolle der Messungen diente stets

eine Klvette mit 1 ml Bradford-Reagenz ohne Protein.
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2.2.2.4 Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Um das gewonnene Proteingemisch anhand der einzelnen ProteingréRen aufzutrennen,
wurde die von Lammli etablierte Methode der diskontinuierlichen SDS-PAGE angewendet
(LAEMMLI, 1970). Zuvor wurden die Proteinproben zur Denaturierung ihrer Quartar-,
Tertiar- und Sekundarstruktur mit 1 yl Reduktionsvermittler versetzt, der intra- und
intermolekulare Disulfidbriickenbindungen aufzubrechen vermag, und fir 5 Minuten bei
95°C erhitzt. Als Auftrennungsmedium wurde Polyacrylamidgel verwendet. Die
Polymerisation des Acrylamids erfolgte unter Verwendung von Ammoniumpersulfat,
dessen freie Radikale die Reaktion initiierten. Als Katalysator fungierte hierbei TEMED
(N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin). Das aus einem grof3porigen Sammel- und einem
feinporigen Trenngel bestehende vertikale System wurde mit 50 ug Protein pro Tasche
beladen und an Strom (20-40 mA pro Gel) angeschlossen. Beim Durchlaufen des Gels
entlang des elektrischen Feldes binden die Proteine das anionische Detergens SDS unter
Bildung von negativ geladenen Protein-SDS-Komplexen mit konstantem Masse-Ladungs-
Verhéltnis. So wird eine Auftrennung der denaturierten Proteine anhand ihres
Molekulargewichts und unabhangig von der jeweiligen Aminosauresequenz oder
Eigenladung ermdglicht. Dabei verhalt sich die Wanderungsgeschwindigkeit der Proteine
umgekehrt proportional zu ihrer Grofe. Abhangig von dieser wurden die zu
untersuchenden Proteine in 8, 12 oder 15%igen Trenngelen unter Verwendung von

einfach konzentriertem Elektrophoresepuffer separiert.

Sammelgel 68,9% H-0
16,5% (v/v) Acrylamid-Mix
1% (v/v) 10% Ammoniumpersulfat
1% (v/v) 10% Natriumdodecylsulfat
12,5% (v/v) 1,0 M Tris pH 6,8
0,1% (v/v) Tetramethylethylenediamin

8%iges Trenngel 45,4% H>0
27% (v/v) Acrylamid-Mix
1% (v/v) 10% Ammoniumpersulfat
1% (v/v) 10% Natriumdodecylsulfat
25% (v/v) 1,5 M Tris pH 8,8
0,6% (v/v) Tetramethylethylenediamin

12%iges Trenngel 33% H20
40% (v/v) Acrylamid-Mix

1% (v/v) ml 10% Ammoniumpersulfat
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1% (v/v) 10% Natirumdodecylsulfat
25% (v/v) 1,5 M Tris pH 8,8
0,06% (v/v) Tetramethylethylenediamin

15%iges Trenngel 23% H20
50% (v/v) Acrylamid-Mix
1% (v/v) ml 10% Ammoniumpersulfat
1% (v/v) 10% Natriumdodecylsulfat
25% (v/v) 1,5 M Tris pH 8,8
0,06% (v/v) Tetramethylethylenediamin

2.2.2.5 Proteintransfer ,Western Blot“

Um die mittels Elektrophorese aufgetrennten Proteine immunologisch analysieren zu
kénnen, mussten diese auf ein geeignetes Medium, eine Nitrozellulosemembran,
transferiert werden (TOWBIN et al., 1979). Hierzu wurde sowohl der wet blot als auch die
semi-dry-Methode verwendet.

Die dem wet blot dienende Transferkammer wurde mit Transferpuffer beflllt und die
Transferkassette darin eingesetzt. Die aus zwei Gittern bestehende Kassette wurde zuvor
aufgeklappt und wie folgt aufgebaut: Auf der der Anode zugewandten Seite wurde ein
spezieller Schwamm ausgelegt und von einem passend daflr zurechtgeschnittenen
Whatman-Papier bedeckt. AnschlieBend wurde die der GroRe des Polyacrylamidgels
entsprechende Nitrozellulosemembran auf dem Whatman-Papier platziert, gefolgt vom
Polyacrylamidgel von der Gelelektorphorese sowie einer weiteren Lage des Whatman-
Papiers. Zum Abschluss wurden die Schichten von einem weiteren Schwamm bedeckt
und die Transferkassette verschlossen. Alle Bestandteile der Kassette wurden zuvor mit
Transferpuffer benetzt. Es wurde beim Aufbau darauf geachtet, keine Luftblasen
entstehen zu lassen. SchlieRlich wurde das blotting bei 90 V fiur 90 Minuten oder bei 30 V
uber Nacht unter stéandiger Kuhlung der Transferkammer durchgefuhrt. Die negativ
geladenen Proteine treten nach Anlage von elektrischer Spannung gemal dem
Ohm’schen Gesetz aus dem Gel und wandern dabei in Richtung der positiv geladenen
Anode auf die Nitrozellulosemembran (TOWBIN et al., 1979).

Bei der Methode des semi-dry blotting wird ebenfalls das Prinzip der elektrisch
gesteuerten Ubertragung von Proteinen aus dem Gel auf die Membran verwendet. Ein
~sandwich® aus jeweils funf in Transferpuffer getrankten Whatman-Papieren auf der
Anode- und der Kathodeseite, dem Polyacrylamidgel mit den darin enthaltenen Proteinen

sowie der Nitrozellulosemembran wurde zwischen zwei Platin/Edelstahl-Plattenelektroden
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angebracht (KYHSE-ANDERSEN, 1984). Bei einer konstanten Stromstarke von 2,5 mA pro

cm? der Geloberflache wurden die Proteine fiir 60 Minuten geblottet (Ubertragen).

2.2.2.6 Proteinfarbung nach Ponceaurotfarbung

Die mittels Western Blot auf die Nitrozellulosemembran Ubertragenen Proteinbanden
wurden zur Uberpriifung des Transfererfolgs mithilfe der Ponceau-S-Lésung visualisiert.
Der anionische Ponceau-S-Farbstoff geht reversible Bindungen mit Proteinen ein, ohne
dabei die anschlieBende Immundetektion zu beeintrachtigen (GRACIA UND FERNANDEZ-
BELDA, 1992). Die zu untersuchende Membran wurde zwecks Farbung fur 10 Minuten mit
der Ponceau-S-Lésung bedeckt und bei Raumtemperatur auf dem Schittler inkubiert.
Anschlieend wurde der Farbstoff abgegossen und die Membran mit destilliertem Wasser
gewaschen. Die sich so deutlich abzeichnenden Proteinbanden wurden mit einer
Fotokamera aufgenommen. Fur weitere Untersuchungen wurde die Membran mittels TBS

(tris-buffered saline) entfarbt.

2.2.2.7 Immunfarbung und -detektion

Im letzten und entscheidenden Schritt wurden die zuvor aufgetrennten und Ubertragenen
Proteingemische unter Einsatz von Antikérpern auf das Vorhandensein von bestimmten
Zielproteinen hin untersucht. Um unspezifische Antikdrperbindungen zu verhindern,
wurden die restlichen freien Proteinbindungsstellen zuvor abgesattigt. Hierzu wurde die
Nitrozellulosemembran bei Raumtemperatur fir eine Stunde in Blockingldsung
geschwenkt. AnschlieBend erfolgte der Einsatz des entsprechend geldsten
Primarantikorpers, der sich gegen eine definierte Aminosauresequenz im gesuchten
Zielprotein richtet. Die Inkubation der Membran mit dem Primarantikdrper wurde bei
Raumtemperatur fur 2 Stunden oder bei 4°C Uber Nacht durchgefuhrt. Die ungebundenen
Primarantikbrper wurden anschlie®end abgegossen und nochmals in drei
aufeinanderfolgenden Waschschritten a 10 Minuten mit TBS entfernt. Zur Detektion der
vom Primarantikérper gebundenen Zielproteine wurde ein fluoreszenzmarkierter
Sekundarantikdrper eingesetzt. Dieser reagiert spezifisch auf diejenige Tierspezies, in der
der Primarantikdrper hergestellt wurde, und bindet diesen selektiv an mehreren
Bindungsstellen. Unter Ausschluss von Licht wurde die Membran bei Raumtemperatur fur
eine Stunde mit dem entsprechend gelosten Sekundarantikdrper inkubiert und danach
wieder dreimal mit TBS gewaschen. Schliel3lich erfolgte mithilfe des Odyssey Infrared

Imaging Systems die Detektion des Fluoreszenzsignals auf der Nitrozellulosemembran.
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Der im eingesetzten Gerat befindliche Laser regt die Fluoreszenzfarbstoffe des
Sekundarantikdrpers bei einer Wellenlange von 685 bzw. 785 nm an und erzeugt damit
ein rotes bzw. grines Signal, welches durch einen eingebauten Scanner aufgezeichnet
wird. Die Starke der so erzeugten Proteinbanden kann zusatzlich mit der entsprechenden

Geratesoftware densitometrisch erfasst werden.

2.2.2.8 Immunfluoreszenzfarbung und Lasermikroskopie

Analog zur Western-Blot-Methode beruht die Immunfluoreszenzmikroskopie auf dem
Prinzip der antigenspezifischen Primarantikérper, die das zu untersuchende Protein
selektiv binden und anschlieBend von fluoreszenzgekoppelten Sekundarantikérpern
erkannt werden. Zur Darstellung von Fluoreszenzsignalen werden die Fluorochrome mit
dem Licht einer bestimmten Wellenlange angeregt und anschliefend das langerwellige,
energiedrmere Emissionslicht detektiert. Die Besonderheit des verwendeten konfokalen
Lasermikroskops besteht darin, dass emittierte Lichtsignale unterschiedlicher
Wellenlangen in einer ausgewahlten raumlichen Ebene gleichzeitig aufgezeichnet werden
kénnen. Der Laser ,tastet” die Probe Ebene fir Ebene ab und erlaubt so hochaufgeldste
3-D-Abbilder von Protein-Kolokalisationen in fixierten Zellen.

Zur Vorbereitung der Immunfluoreszenzfarbung wurden 9x 10® Zellen/Well auf
Deckglaschen in 6-Well-Zellkulturplatten ausgesat und Uber Nacht im Brutschrank bei
37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Anschlieliend wurde das
Zellkulturmedium entfernt und ein Waschschritt mit 1 ml PBS durchgefiihrt. Um die Zellen
zu fixieren, wurden diese mit 1 ml einer 3,7%igen Formaldehydlésung fur 10 Minuten bei
Raumtemperatur benetzt. Auf drei Waschschritte mit PBS folgte eine einstiindige
Inkubation mit Blockinglosung. Das darin enthaltene nichtionische Detergens Triton X-100
interagiert mit Bestandteilen von Zellmembranen und macht sie durchlassig fur
Blockingproteine und spater eingesetzte Antikorper. Die verwendeten Blockingproteine
entstammen dem Serum von Ziegen, welches ebenfalls als Donor fir die
Sekundarantikérper dient. Analog dem Blocking beim Western Blot wird versucht, eine
moglichst spezifische Bindung der Zielantigene durch die eingesetzten Antikdrper zu
erreichen. Dies wird durch den gemeinsamen Ursprung der Substanzen unterstitzt. Nach
Entfernung der Blockingldsung wurde die Inkubation mit dem Anti-ARC-Primarantikorper
durchgefuhrt. Hierzu wurde dieser in einer Konzentration von 1:500 in Blockinglésung
verdinnt und fir 1 Minute bei 15g abzentrifugiert, um eventuell vorhandene
Schmutzpartikel abzufangen. 100 pl der Antikdrperlésung wurden auf ein Stick Parafilm
pipettiert, sodass sich darauf ein Tropfen bildet. Nun wurde das Deckglaschen aus der 6-

Well-Zellkulturplatte vorsichtig mit einer Pinzette herausgenommen mit den Zellen nach

59



unten auf den Tropfen gelegt, wobei die Bildung von Luftblaschen vermieden wurde. Die
Zellen wurden bei 4°C Uber Nacht mit der Primarantikdrperlésung inkubiert. Im Anschluss
wurden sie dreimal mit PBS gewaschen, um nicht gebundene Primarantikbrper zu
entfernen. Die zu verwendenden Sekundarantikdrper wurden wie oben in einem
Verhaltnis von 1:500 gel6st und ebenfalls zentrifugiert. Sie richten sich spezifisch gegen
die Spezies, aus der die Primarantikdrper stammen. Im Falle von ARC waren dies
Kaninchen. Unter Ausschluss von Licht wurden 100 ul der Sekundarantikdrperlésung auf
ein frisches Parafilmstiick pipettiert und die Deckglaschen mit den Zellen daraufgelegt.
Bei Raumtemperatur wurden diese fur 2 Stunden lichtgeschutzt inkubiert. Nach weiteren
drei Waschschritten mit PBS wurden die Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI
(4',6-Diamidin-2-phenylindol) sichtbar gemacht. DAPI vermag durch die Zellmembranen
bis in den Zellkern zu dringen, wo es sich an A/T-reiche Abschnitte der DNA anlagert.
Nach Bestrahlung mit UV-Licht sendet DAPI ein blaues Lichtsignal mit einer
Emissionswellenlange von 460 nm aus. Die Zellen wurden mi 1 ml DAPI-Lésung
beschichtet und fir 1 Minute bei Raumtemperatur und Dunkelheit inkubiert. Anschlieliend
wurden sie dreimal mit PBS gewaschen. Auf einen Objekttrager wurde ein Tropfen
Vectashield gegeben, das ein Ausbleichen der Fluorochrome verhindern sollte, und das
Deckglaschen mit den Zellen nach unten daraufgelegt. Um die Proben vor Austrocknung
zu bewahren, wurden die Rander des Deckglaschens mit Nagellack am Objekttrager
versiegelt. Zur Kontrolle dienten ungefarbte Zellen, die nur mit Blockinglosung inkubiert
wurden. In einer weiteren Kontrolle wurden Zellen lediglich mit dem Sekundarantikorper,
jedoch nicht mit dem Priméarantikdrper versetzt, um so mogliche unspezifische Bindungen
des Sekundarantikérpers nachzuweisen.

AnschlieBend wurden die Fluoreszenzsignale mittels konfokaler Lasermikroskopie
ermittelt und Schichtaufnahmen angefertigt. Dabei konnte das ARC-Signal in rot bei einer
Emissionswellenlange von 617 nm detektiert werden. Fur das in transduzierten Zellen
exprimierte turboGFP wurden keine Antikdrper verwendet, da das Protein eine
ausreichende Eigenfluoreszenz aufweist. Das griine turboGFP-Signal wurde bei 502 nm

aufgezeichnet.
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3 Ergebnisse

In Vorarbeiten zur Expression und Funktion des antiapoptotischen Proteins ARC in
Tumoren mesenchymalen Ursprungs konnte durch unsere Arbeitsgruppe eine besonders
starke ARC-Expression im Rhabdomyosarkom (RMS) gezeigt werden (personliche
Kommunikation mit Dr. rer. nat. Sarah Funke). Im Vergleich mit der epithelialen
Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6 zeigte sich ebenfalls eine deutlich erhéhte Expression
von ARC in der RMS-Zelllinie TE-671 (Anhang, Abb. 19). Um die Rolle von ARC im
embryonalen RMS nun ndher zu untersuchen, wurde seine Expression in der Zelllinie
TE-671 herunterreguliert. Dies erfolgte im Vorfeld der Arbeit durch eine stabile
Transduktion der Zellen mit lentiviraler shRNA (small hairpin ribonucleic acid). Zur
Kontrolle der Transduktion diente die mit dem non-silencing-Vektor transduzierte Zelllinie
TE-671. Zur Induktion intrinsischer Apoptosesignalwege diente das BH3-Mimetikum
ABT-263. Es weist eine hohe Bindungsaffinitdt zu den antiapoptotischen Proteinen Bcl-2,
Bcl-xL und Bcl-w, jedoch nicht zu Mcl-1 auf. Zur Induktion extrinsischer Apoptose wurde
ein Derivat des natlrlich vorkommenden Todesliganden TRAIL in Form von
SuperKillerTRAIL (skTRAIL) eingesetzt.

3.1 Der Knock-down von ARC hat keinen Einfluss auf die

Proliferationskinetik der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671

3.1.1 Nachweis des ARC-Knock-downs

Die Effizienz der Transduktion konnte mittels Western Blot nachgewiesen werden (Abb.
6). Der prozentuale Anteil der Expression von ARC im Vergleich mit der Expression des
housekeeping-Genprodukts GAPDH (Glyceraldehyd 3-phosphat Dehydrogenase) betrug
nach der Transduktion 9,7%. Verglichen mit dem prozentualen Anteil der ARC-Expression
von 551% in der untransduzierten Zellgruppe, bedeutet dies eine relative
Herunterregulation der ARC-Expression um 82,4% in der mit ARC-Knock-down-shRNA
transduzierten Zellpopulation. Fur die mit non-silencing-shRNA transduzierten Zellen
konnte flr ARC eine relative Expression von 50,6% im Vergleich zum housekeeping-Gen
nachgewiesen werden. Verglichen mit dem ARC/GAPDH-Expressionsverhaltnis von 9,7%
in den Knock-down-Zellen, zeigten die mit dem non-silencing-Kontrollvektor

transduzierten Zellen relativ eine 5-fach héhere Expression von ARC.
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Abb. 6: Nachweis des ARC-Knock-downs in der RMS-Zelllinie TE-671 mittels Western Blot. a. Zur
Bestatigung der gleichmaBigen Auftragungsmenge der Proteine wurde GAPDH detektiert. b. Das
relative Verhaltnis von ARC zu GAPDH wurde flir das unter a. gezeigte Gel graphisch aufgetragen
(Werte siehe Anhang, Tabelle 12). Exemplarische Darstellung fir drei unabhangig durchgefiihrte
Versuche. ARC-KO: ARC-Knock-down; kDa: Kilodalton.

3.1.2 Zellulare Lokalisation von ARC

Wie unter 1.4.1 beschrieben, existieren fur ARC keine einheitlichen Informationen zur
subzelluldren Lokalisation in verschiedenen Tumorzellen. Da entsprechende Daten zum
RMS in der Literatur bislang fehlten, untersuchten wir zunachst die Verteilung von ARC im
embryonalen Wildtyp-RMS. Mithilfe fluoreszenzbasierter Lasermikroskopie wurde der
Sekundarantikdrper gegen den spezifischen anti-ARC-Primarantikérper bei einer
Wellenldnge von 617 nm mit einem konfokalen Mikroskop detektiert (rot). Analog wurde
die Lokalisation von ARC nach seinem Knock-down bestimmt. Zusatzlich wurde bei einer
Wellenlange von 502 nm im grinen Kanal das GFP-Signal der beiden transduzierten
Zellpopulationen sowie die Eigenfluoreszenz der untransduzierten Zellgruppe
aufgenommen. Die Zellkerne wurden mit dem DNA-Farbstoff DAPI dargestellt (450 nm,
blau).
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Die Transduktion der RMS-Zellen mit den ARC-shRNA-Plasmiden fiihrte im Vergleich zu
den non-silencing- und den untransduzierten Zellen zu einer Expressionsminderung von
ARC (Abb. 7). Dieser Effekt lie® sich vor allem im Zellkern der untersuchten Zellen
beobachten, wahrend die zytoplasmatische Expression in einem geringeren Malle
reduziert erschien. In den ARC-Knock-down-Zellen war das rote Fluoreszenzsignal am
schwachsten ausgepragt und fiihrte zur Darstellung sog. ,ausgestanzter Zellkerne®. In
Einklang mit den unter 3.1.1 erzielten Ergebnissen konnte nach dem Knock-down eine
geringe Restexpression von ARC in den RMS-Zellen detektiert werden. Die Lokalisation

des verbliebenen ARC-Anteils wurde hier Uberwiegend im Zytoplasma detektiert.

ARC GFP DAPI Merge

ARC-Knock-down

non-silencing

Kontrolle (untransduziert)

Abb. 7: ARC-Lokalisation in der RMS-Zelllinie TE-671 nach ARC-Knock-down. Die Lokalisation von
ARC wurde bei 617 nm (rot) mittels Lasermikroskopie detektiert (linke Spalte). Die Zellkerne wurden bei
450 nm mit dem DNA-Farbstoff DAPI dargestellt (blau). Das GFP-Signal sowie die Eigenfluoreszenz der
Zellen wurden bei 502 nm aufgenommen (griin). Ein Uberlappendes Abbild aller drei Kanale ist fir jede
Zellpopulation in der rechten Spalte aufgeflhrt (merge). Exemplarische Darstellung reprasentativer

Zellgruppen. Vergrofierung: 40x.
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In den untransduzierten und in den mit non-silencing-shRNA transduzierten Zellen befand
sich ARC sowohl im Zytoplasma als auch im Zellkern. Fir die untransduzierte
Zellpopulation lie sich die ARC-Verteilung in beiden Zellkompartimenten als homogen
beschreiben. Dies traf ebenfalls auf den Uberwiegenden Teil der mit non-silencing-shRNA
transduzierten Zellen zu. Eine abschnittsweise scheinbar nuklear betonte
ARC-Expression in einigen wenigen non-silencing-Zellen wurde als Lageartefakt

gewertet.

3.1.3 Abhangigkeit der Proliferation der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671
von ARC

Zur Charakterisierung der antiapoptotischen Funktion von ARC im RMS wurde zunachst
dessen Einfluss auf das Proliferationsverhalten der Zellen unter Normalbedingungen
untersucht. Dazu wurden die TE-671-Zellen in einer Dichte von 3000 Zellen pro Well auf
einer 96-Well-Platte ausgesat. Die Lebendzellzahl der Zellen, welche mit den
ARC-shRNA-Plasmiden transduziert wurden, wurde im Zeitraum von 7 Tagen taglich
mittels MTT-Assay bestimmt. Mithilfe einer Kalibrierungskurve erfolgte anschliellend die
Umrechnung in die Lebendzellzahl pro cm? Zur Kontrolle wurden die mit dem

non-silencing-Vektor transduzierten Zellen herangezogen (Abb. 8).
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Abb. 8: Wachstumskurven der transduzierten RMS-Zelllinien TE-671. Innerhalb des
Beobachtungszeitraums von 7 Tagen wurde die optische Dichte taglich mittels MTT-Assay bestimmt.

Dargestellt sind Mittelwerte aus 6 Messungen.

Durch Auftragen der gemessenen Lebendzellzahlen pro cm? gegen die Zeit ergaben sich
die in Abb. 8 dargestellten Wachstumskurven. Diesen ist zu entnehmen, dass die ARC-
Knock-down-Zellen sich bereits an Tag 3 in der Phase des exponentiellen Wachstums
befanden. Hier wiesen sie eine Verdopplungszeit von 21 Stunden auf und erreichten an
Tag 5 ihr Wachstumsmaximum. Die mit dem non-silencing-Vektor transduzierten Zellen
traten etwa um einen Tag verzogert in die exponentielle Wachstumsphase ein. Durch eine
kirzere Verdopplungszeit von 16 Stunden erreichten sie ihr Wachstumsmaximum wie die
ARC-Knock-down-Zellen an Tag 5. Die Verdopplungszeit der mit dem
non-silencing-Vektor transduzierten Zellen war identisch mit der Verdopplungszeit der
untransduzierten Zellpopulation (Anhang, Abb. 20). Wahrend der exponentiellen
Wachstumsphase flhrte die verringerte Expression von ARC in den ACR-Knock-down-
Zellen somit zu einem um 31% verlangsamten Wachstum der Zellen im Vergleich zur
Kontrollzellgruppe. Diese exponentielle Phase wurde von den ARC-Knock-down-Zellen
allerdings einen Tag friher erreicht, welches fiir ein schnelleres Initialwachstum der
ARC-Knock-down-Zellen spricht. Im Zeitraum zwischen Tag 3 und 4 glichen sich die
Wachstumsgeschwindigkeiten beider Zellgruppen in etwa einander an. Sie erreichten an
Tag 5 ihr Wachstumsmaximum mit rund 195 000 Zellen pro cm?. Nach dem Uberschreiten

der hdchsten tolerierbaren Zellzahl gingen die Zellen aus Substrat- und Platzmangel
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zugrunde. Hier hatte eine Expressionsminderung an Protein ARC keinen Effekt auf die
Wachstumskinetik der RMS-Zellen.

Mit dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass ein Knock-down des
antiapoptotischen Proteins ARC keinen relevanten Einfluss auf das Wachstum der RMS-
Zelllinie TE-671 unter Normalbedingungen hatte. Die Zellen mit einer geringeren
Expression an ARC teilten sich zwar um ca. 30% langsamer als die Zellen der
Kontrollgruppe, der Zelltod trat jedoch in beiden Zellgruppen bei etwa gleicher Zellzahl

zum gleichen Zeitpunkt ein.

3.2 Der Knock-down von ARC nimmt Einfluss auf die
Expression eines proapoptotischen Mitglieds der Bcl-2-Familie in

der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671

Nachdem in 3.1.3 gezeigt werden konnte, dass ein Knock-down des antiapoptotischen
Proteins ARC keinen relevanten Einfluss auf die Proliferation der untersuchten RMS-
Zellen hatte, wurde nun seine Rolle bei der Apoptose untersucht. Dazu wurde zunachst
ein  moglicher Effekt von ARC auf die Expression pro- und antiapoptotischer

Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder gepruft.

3.2.1 Expression proapoptotischer Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder nach
ARC-Knock-down

Im Zuge seiner antiapoptotischen Eigenschaften greift ARC wie in 1.4 beschrieben auf
mehreren Ebenen in den intrinsischen Apoptosesignalweg ein. So bindet es zum einen an
das proapoptotische Effektorprotein Bax und zum anderen interagiert es direkt mit den
ebenfalls proapoptotischen Sensitiviererproteinen PUMA und Bad (GUSTAFSSON et al.,
2004; LI et al., 2008). In 3.1.2 konnte gezeigt werden, dass ARC im Zytosol der
untersuchten RMS-Zelllinie deutlich exprimiert wird. Somit besteht potenziell die
Voraussetzung flr eine Interaktion von ARC mit Mitgliedern der Bcl-2-Familie, da diese
ebenfalls im zytosolischen Zellkompartiment entweder frei geldst oder membrangebunden
lokalisiert sind. Um das mdgliche Zusammenspiel zwischen ARC und den
proapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitgliedern in der RMS-Zelllinie TE-671 naher zu
untersuchen, wurde die Expression der Effektorproteine Bax, Bak und ihres
Strukturverwandten Bok, des Sensitivierers PUMA sowie der Aktivatorproteine Bim und

Bid nach einem ARC-Knock-down mittels Western Blot bestimmt. AuRerdem wurde die
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Expression einer kurzen proapoptotischen Splicingvariante von Mcl-1, dem Protein
Mcl-1 S (34 kDa), im RMS untersucht. Seine funktionelle Zugehdrigkeit zu einer

bestimmten Gruppe der proapoptotischen Proteine ist noch unklar.
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Abb. 9: Auswirkungen des ARC-Knock-downs auf die Expression proapoptotischer Bcl-2-
Proteinfamilienmitglieder in der RMS-Zelllinie TE-671. Zur Kontrolle der gleichmafigen
Auftragungsmenge diente a-Tubulin und wurde hier exemplarisch fur einen Blot dargestellt. Die
Einteilung der Proteine in die Gruppen ,Effektor®, ,Sensitivierer” und ,Aktivator® erfolgte nach CERTO et
al., 2006. ARC-KO: ARC-Knock-down; kDa: Kilodalton.

Aus Abb. 9 wird ersichtlich, dass ein Knock-down von ARC zu einer Reduktion der
Expression von Mcl-1S (short) in der untersuchten RMS-Zelllinie TE-671 fihrte.
Verglichen mit der Kontrollgruppe, welche mit dem non-silencing-Vektor transduziert
wurde, konnte nach dem ARC-Knock-down eine relative Reduktion der Expression von
Mcl-1 S nachgewiesen werden. Die zusatzlich zur Kontrolle herangezogene
untransduzierte Nierenzellkarzinomzelllinie ClearCa-6 wies eine zur untransduzierten
RMS-Zelllinie analoge Expression von Mcl-1 S auf (Anhang, Abb. 21). Somit kann
vermutet werden, dass der Effekt der Expressionsreduktion von Mcl-1 S im RMS

ARC-abhangig war.
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Bei den restlichen sechs untersuchten proapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitgliedern
fuhrte ein Knock-down von ARC zu keinem deutlichen Unterschied im Expressionsmuster.
Die Expression der proapoptotischen Proteine Bax, Bak, Bok, PUMA, Bim und Bid zeigte
somit allenfalls nur eine geringe ARC-abhangige Regulation.

Es konnte nachgewiesen werden, dass alle drei verwendeten RMS-Zellpopulationen
mindestens einen Vertreter der drei funktionellen proapoptotischen Proteingruppen der
Effektoren, Aktivatoren und Sensitivierer exprimierten und somit ein potenzielles
Angriffsziel fir antiapoptotische Proteine wie ARC boten.

Mit dieser Untersuchung konnte gezeigt werden, dass die Expression des
proapoptotischen Proteins Mcl-1 S der starksten ARC-abhangigen Regulation unterliegt.
Die Expression anderer proapoptotischer Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder wird dagegen

weniger ARC-abhangig reguliert.

3.2.2 Expression antiapoptotischer Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder nach
ARC-Knock-down

ARC hemmt durch seine Bindung an die proapoptotischen Proteine Bax, PUMA und Bad
den intrinsischen Apoptosesignalweg (GUSTAFSSON et al., 2004). Dabei wirkt es
synergistisch mit den antiapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2-Proteinfamilie, die ebenfalls
die Eigenschaft besitzen, proapoptotische Proteine zu binden und diese an der Initiierung
der Apoptose zu hindern (TAN et al., 2006). Nachdem in 3.2.1 gezeigt werden konnte,
dass ein Knock-down von ARC bei den hier untersuchten proapoptotischen Bcl-2-
Proteinfamilienmitgliedern seinen starksten Einfluss auf die Expression des
proapoptotischen Proteins Mcl-1 S nimmt, wurde nun seine Auswirkung auf die Expression

der antiapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder im RMS untersucht.
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Abb. 10: Auswirkungen des ARC-Knock-downs auf die Expression antiapoptotischer Bcl-2-
Proteinfamilienmitglieder in der RMS-Zelllinie TE-671. Zur Kontrolle der gleichmafigen
Auftragungsmenge diente a-Tubulin und wurde hier exemplarisch fur einen Blot dargestellt. ARC-KO:
ARC-Knock-down; kDa: Kilodalton.

Wie in Abb. 10 zu sehen, konnte flir die langere antiapoptotische Splicingvariante von
Mcl-1, das Protein Mcl-1 L (37 kDa), keine deutliche Anderung der Expression im
Vergleich von ARC-Knock-down-Zellen und der transduzierten Kontrollgruppe
(non-silencing) detektiert werden. Allerdings war die Expression im Vergleich zu den
untransduzierten TE-671-Zellen erhdht. Hier kam es im Zuge der Transduktion der Zellen
mit lentiviraler sShRNA zu einem tendenziellen Anstieg in der Mcl-1-L-Expression.

Des Weiteren zeigte sich nach einem Knock-down des antiapoptotischen Proteins ARC
keine deutliche Veranderung in der Proteinexpression der ebenfalls antiapoptotischen
Proteine Bcl-2 und Bcl-xL. Im Vergleich zur Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6 konnte fur
beide Proteine, jedoch besonders flr Bcl-xL, eine tendenziell schwache Expression im
RMS detektiert werden (Anhang, Abb. 22). Im Gegensatz zu Bcl-2 und Bcl-xL wies die
untransduzierte RMS-Zelllinie TE-671 eine sehr starke Expression von Mcl-1 L auf.

Somit zeigte sich fir die antiapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder im RMS eine
Verschiebung der Expression hin zum antiapoptotischen Mcl-1 L wahrend die Proteine
Bcl-2 und Bcl-xL nur sehr schwach exprimiert wurden. Eine ARC-abhangige Regulation

dieser Proteine konnte nicht nachgewiesen werden.
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3.3 Der Knock-down von ARC hat keinen Einfluss auf die
Sensitivitat der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 gegeniiber
dem selektiven Bcl-2-Inhibitor ABT-263

Um die Rolle von ARC bei der Inhibierung des intrinsischen Apoptosesignalwegs in der
RMS-Zelllinie TE-671 zu untersuchen, wurden die Zellen mit dem Bcl-2-
Proteinfamilieninhibitor ~ ABT-263  behandelt. ABT-263 induziert intrazellulare
Apoptosevorgange, indem es die BH3-Bindungstasche von Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w
blockiert. Bei der Wahl einer geeigneten Dosierung und Behandlungsdauer mit ABT-263
wurde eine eingehende Literaturrecherche betrieben. Lock und Kollegen haben bisher als
einzige Arbeitsgruppe die ABT-263-Sensitivitat von RMS-Zellen an den TE-671-
verwandten RD-Zellen in vitro untersucht und diese fur ABT-263-resistent befunden.
Zahlreiche phanotypische, zytogenetische, immunhistochemische und DNA-Analysen
haben identische Muster in den Zelltypen RD und TE-671 ergeben. Somit wird davon
ausgegangen, dass die TE-671-Zellen Subklone der RD-Zellen sind und beide derselben
Zelllinie entspringen (CHEN et al., 1989; STRATTON et al., 1989). In ihrer Phase-I-Studie
inkubierten die Wissenschaftler um Lock insgesamt 23 padiatrische Krebszelllinien mit
ABT-263 in einer Dosierung von 1 nM bis 10 uM fir 96 Stunden. Die mittlere inhibitorische
Konzentration (ICso) lag hier bei 1,91 uyM. Auch andere Forschungsgruppen definierten
5uM als diejenige Dosierung, welche auf ABT-263-sensible Zellen tédlich wirkt.
Diejenigen Zellen, welche erst bei einer hdheren ABT-263-Dosierung (>10 yM) abstarben,
wurden als ABT-263-resistent definiert. Die Behandlungsdauer mit ABT-263 variiert in der
Literatur stark zwischen 8 und 96 Stunden (TSE et al., 2008, LocK et al., 2008; MERINO et
al., 2012; RENAULT et al., 2014; LEVERSON et al., 2015; SMITH et al., 2017). Eine Induktion
apoptotischer Prozesse konnte jedoch bereits nach einer 4- bzw. 6-stiindigen Behandlung
mit ABT-263 gezeigt werden (LEVERSON et al., 2015; TSE et al., 2008). Ferner fiuhrte die
Vorgangersubstanz von ABT-263, ABT-737, welche den gleichen Wirkmechanismus
aufweist, jedoch nicht oral verfligbar ist, nach einer 6-stlindigen Behandlungszeit zu einer
Caspaseaktivierung in TE-671-Zellen (PREUSS et al., 2013).

Das in dieser Arbeit verwendete Zytostatikum ABT-263 liegt in geléster Form vor, wobei
das organische Dimethylsulfoxid (DMSQ) als Lésungsmittel dient. Um einen mdglichen
zytostatischen Effekt von DMSO auszuschliel3en, wurden alle drei Zellgruppen mit DMSO
in aquivalenter Dosierung (10 uM) als Behandlungskontrolle fiir 6, 12 und 24 Stunden

inkubiert.
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3.3.1 ABT-263 fiihrt zur Spaltung von PARP

In 3.2.2 konnte die Expression von Bcl-2 und Bcl-xL, den primaren Zielproteinen von
ABT-263, in den RMS-Zellen nachgewiesen werden. Nun wurde untersucht, ob eine
Behandlung mit ABT-263 die Apoptose in TE-671-Zellen induzieren kann.

Nach einer 6-, 12- und 24-stiindigen Behandlungsdauer mit 10 uM ABT-263 wurden die
RMS-Zellen einer Untersuchung mittels Western Blot unterzogen. Der Western Blot diente
dem Nachweis des DNA-Reparaturenzyms Poly-ADP-Ribose-Polymerase 1, kurz PARP,
in den Zellen. Dieses 116 kDa grof3e Protein ist eines der Zielproteine von
Effektorcaspase-3 und wird im Zuge der apoptotischen Endstrecke in zwei kleinere
Spaltprodukte von 89 und 24 kDa prozessiert (LAZEBNIK et al., 1994). Das mittels Western
Blot detektierte 89 kDa groRe PARP-Spaltprodukt bietet einen etablierten Nachweis von
stattfindender Apoptose (KAUFMANN et al., 1993).

Wie in Abb. 11 zu sehen, konnte nach der Behandlung mit ABT-263, jedoch nicht mit dem
Lésungsvermittler DMSO, zu allen Behandlungszeitpunkten eine PARP-Spaltung in der
RMS-Zelllinie TE-671 nachgewiesen werden. Auch in den ARC-Knock-down-Zellen und
der transduzierten Kontrollgruppe (non-silencing) fihrte die Behandlung mit ABT-263 zur
Spaltung des Proteins PARP. In allen drei Zellgruppen konnte die PARP-Spaltung durch
langere Inkubationsdauer tendenziell verstarkt werden.

Somit konnte gezeigt werden, dass das BH3-Mimetikum ABT-263 zur
Apoptoseinduktion in der RMS-Zelllinie TE-671 geeignet ist.

untransduziert non-silencing ARC-Knock-down
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Abb. 11: Effekt des ARC-Knock-downs auf die Spaltung von PARP nach ABT-263-Induktion im
RMS. Zur Kontrolle der gleichmaRigen Auftragungsmenge diente a-Tubulin. Die Zellen wurden fiir 6,
12 und 24 Stunden mit 10 yM ABT-263 behandelt. Exemplarische Darstellung fiir zwei unabhangig
durchgefuhrte Versuche. K: DMSO-Kontrolle; A: ABT-263; kDa: Kilodalton.
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3.3.2 Der Knock-down von ARC hat keinen Einfluss auf die ABT-263-

induzierte Aktivierung der Caspasen-9, -8 und -3

Nachdem in 3.3.1 der Nachweis einer ABT-263-induzierten Apoptose in TE-671-Zellen
erbracht werden konnte, wurde nun die Aktivierung der Schlisselenzyme der Apoptose,
der Caspasen-9, -8 und -3 untersucht. Die Betrachtung der Aktivitdtsmuster von
Caspase-9 und -8 erlaubt neben dem Nachweis stattfindender Apoptose vor allem die
Differenzierung zwischen extrinsischem und intrinsischem Apoptosesignalweg.

Die Zellen wurden analog zu den oben beschriebenen Versuchen fur einen Zeitraum von
6, 12 und 24 Stunden mit 10 uyM ABT-263 behandelt. AnschlieRend erfolgte eine
Aktivitatsmessung der Caspasen-9, -8 und -3 mittels Durchflusszytometrie. Hierbei
wurden die Zellen nach der entsprechenden Inkubationszeit mit ABT-263 fir ca. 45
Minuten mit dem fluoreszenzgekoppelten Substrat der zu untersuchenden Caspase
versetzt. Im Falle einer Aktivierung der entsprechenden Caspase wird das Substrat durch
das aktivierte Enzym gebunden und die daraus resultierende Fluoreszenzzunahme im
Durchflusszytometer detektiert. Da sowohl die non-silencing- als auch die ARC-
Knock-down-Zellen den grinen Fluoreszenzfarbstoff turboGFP exprimieren, wurde flr
das Caspase-Assay ein rotes Sulforhnodamin-gekoppeltes Substrat gewahlt. Dieses
konnte im FL2-Kanal bei einer Wellenldange von 575 nm detektiert werden. Die grine
Eigenfluoreszenz (turboGFP) der transduzierten Zellen konnte bei einer Wellenlange von
525 nm im FL1-Kanal dargestellt werden (Anhang, Abb. 23). Um diejenigen Zellen von
der Untersuchung auszuschlielen, welche den Transduktionsvektor nicht erfolgreich in
sich aufgenommen haben, wurden nur diejenigen unter den transduzierten Zellen
selektiert, die den grinen Fluoreszenzfarbstoff exprimiert haben. Die Expression des
grinen turboGFP diente somit als Zeichen der lentiviralen Transduktion. Die so
erhobenen Ergebnisse waren unabhangig von der Transduktionseffizienz, da nur die
Signale der erfolgreich transduzierten Zellen berlcksichtigt wurden. Da die nativen
Rhabdomyosarkomzellen auch ohne eine Transduktion in einem geringen Malie eine
Eigenfluoreszenz sowohl im grinen als auch im roten Kanal aufwiesen, wurde diese
Eigenfluoreszenz der Zellen nach einer Behandlung mit ABT-263 von den
Messergebnissen subtrahiert. Somit konnte eine hohe Qualitat bei der Analyse der

erhobenen Fluoreszenzsignale gewahrleistet werden.
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Caspase-9

Durch seine inhibierende Wirkung auf die antiapoptotischen Bcl-2-Famlienmitglieder
Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w nimmt ABT-263 (Navitoclax) Uberwiegend Einfluss auf den
intrinsischen Apoptosesignalweg. Caspase-9 ist malgeblich an der Bildung des
Apoptosoms nach mitochondrialer Freisetzung von Cytochrom c beteiligt (LI et al., 1997).
Deshalb war es von besonderem Interesse, zundchst die Aktivierung von
Initiatorcaspase-9 nach ABT-263-Behandlung in Rhabdomyosarkomzellen zu
untersuchen.

Der Anteil der Zellpopulation mit aktivierter Caspase-9 an der Gesamtzellpopulation
wurde in den drei Zellgruppen der RMS-Zelllinie TE-671 (untransduzierte, non-silencing-
und ARC-Knock-down-Zellen) nach 6-, 12- und 24-stundiger Behandlung mit 10 yM
ABT-263 durchflusszytometrisch bestimmt. AnschlieBend wurde das Ergebnis ins
Verhaltnis zur jeweiligen Kontrollbehandlung mit 10 yM DMSO gesetzt. Fir jeden
Behandlungszeitpunkt und jede Zellgruppe wurde eine separate DMSO-Kontrolle
durchgefuhrt.
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Abb. 12: Effekt des ARC-Knock-downs auf die ABT-263-induzierte Aktivierung von Caspase-9 im

RMS. Dargestellt ist der Anteil der Zellpopulation mit aktivierter Caspase-9 an der jeweiligen
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Gesamtzellpopulation im Verhaltnis zur DMSO-Kontrolle (= 1 gesetzt). Die Ergebnisse bestehen aus
Mittelwerten von 3 durchgefiihrten Versuchsreihen. Zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes
wurde der Student'sche t-Test durchgefiihrt. p< 0,05: statistisch signifikant (*); p< 0,01: sehr signifikant
(**). ARC-KO: ARC-Knock-down.

Fur die untransduzierte Kontrollzellgruppe konnte im Zuge der durchgeflhrten Versuche
eine deutliche zeitabhangige Zunahme der Caspase-9-Aktivitat gezeigt werden (Abb. 12).
Hier kam es bereits nach 6-stlindiger Behandlung mit ABT-263 zu einer signifikanten
Zunahme der relativen Caspase-9-Aktivitdt um 39% = 10% im Vergleich zur DMSO-
Kontrolle (pomso= 0,014). Der Effekt von ABT-263 verstarkte sich nach einer
Behandlungszeit von 24 Stunden. Die GroRe der relativen Zellpopulation mit aktiver
Caspase-9 stieg nach 24 Stunden um 74% + 23% an und war signifikant gesteigert im
Vergleich zur DMSO-Kontrolle (pomso= 0,007). Verglichen mit der 12-stindigen
Behandlung stieg die relative Caspase-9-Aktivitat nach 24-stiindiger Behandlung mit
ABT-263 um 38,3% = 23% signifikant an (pi2n= 0,013). Somit konnte gezeigt werden,
dass ABT-263 zu einer Apoptoseinduktion in den RMS-Zellen TE-671 flihren kann.

Um nun einen Effekt des ARC-Knock-downs auf die ABT-263-induzierte Aktivierung der
Caspase-9 zu untersuchen, wurden die ARC-Knock-down-Zellen mit der non-silencing-
Kontrollgruppe nach einer Behandlung mit ABT-263 miteinander verglichen. Der Versuch
wurde analog zu den untransduzierten TE-671-Zellen durchgefuhrt. Es konnte zu keinem
Zeitpunkt der Behandlung eine signifikante ARC-abhangige Anderung der Caspase-9-
Aktivitat durch ABT-263 in der ARC-Knock-down-Zellgruppe im Vergleich zur non-
silencing-Zellgruppe nachgewiesen werden (Tabelle 7).

Eine Induktion des intrinsischen Apoptosesignalwegs durch den Bcl-2-Antagonisten
ABT-263 konnte somit flr die untransduzierte, jedoch flir keine der beiden transduzierten
Varianten der RMS-Zelllinie TE-671 gezeigt werden. Ein ARC-abhangiger Effekt von
ABT-263 konnte demnach nicht beobachtet werden. Offensichtlich wurde allein durch die
Transduktion der Zellen ihre Caspase-9-Aktivitat und somit die Induktion des intrinsischen
Apoptosesignalwegs entweder gehemmt oder die Detektion der Caspase-9-Aktivitat
erschwert. In 3.3.1 konnte eine ABT-263-induzierte PARP-Spaltung und somit eine
stattfindende Apoptose in allen verwendeten Zellgruppen, inklusive der transduzierten
Zellen, nachgewiesen werden. Aullerdem ist ABT-263 ein Induktor des intrinsischen
Apoptosesignalwegs, dessen Schllisselenzym Caspase-9 darstellt. Eine Aktivierung der
Caspase-9 muss folgerichtig stattgefunden haben. Somit kann darauf geschlossen
werden, dass der Transduktionsvorgang per se zu einer erschwerten
Caspase-9-Detektion mittels Durchflusszytometrie in den RMS-Zellen geflihrt hat. Eine
valide Aussage bezlglich der Caspase-9-Aktivitat in den transduzierten Zellen lie sich

nicht treffen.
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Zellgruppen Behandlungsdauer ermittelter p-Wert

6h 0,529
ARC-KO vs. non-silencing 12h 0,677
24h 0,675

Tabelle 7: Statistische Auswertung der relativen Caspase-9-Aktivitit im RMS nach ARC-
Knock-down und Behandlung mit ABT-263. Zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes
wurde der Student‘sche t-Test durchgefiihrt. p<0,05: statistisch signifikant; p< 0,01: sehr signifikant. Der
ermittelte p-Wert der Caspase-9-Aktivitdt in den untransduzierten, mit ABT-263 behandelten
Kontrollzellen betrug gemessen an der DMSO-Kontrollgruppe nach 6 Stunden 0,014, nach 12 Stunden
0,196 und nach 24 Stunden 0,007. ARC-KO: ARC-Knock-down.

Caspase-8

Der intrinsische und extrinsische Apoptosesignalweg sind zwei unabhangig voneinander
ablaufende Prozesse. Es existieren zwischen ihnen jedoch zahlreiche Schnittstellen, die
beispielsweise zu einer Mitaktivierung des intrinsischen Signalwegs durch einen Induktor
der extrinsischen Apoptose fiuihren kdénnen (Luo et al., 1998). In Anlehnung an diese
Uberlegung sollte der Effekt des Bcl-2-Antagonisten ABT-263 auf die sekundare
Aktivierung von Caspase-8 in der RMS-Zelllinie TE-671 in Abhangigkeit von ARC
untersucht werden. Als Teil des DISC-Komplexes, dem die Caspase-8 in ihrer inaktiven
Form als Procaspase angehort, reprasentiert sie neben Caspase-10 die zentrale

Initiatorcaspase des extrinsischen Apoptosesignalwegs (SALVESEN UND DIXIT, 1999).
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Abb. 13: Effekt des ARC-Knock-downs auf die ABT-263-induzierte Aktivierung von Caspase-8 im
RMS. Dargestellt ist der Anteil der Zellpopulation mit aktivierter Caspase-8 an der jeweiligen
Gesamtzellpopulation im Verhaltnis zur DMSO-Kontrolle (= 1 gesetzt). Die Ergebnisse bestehen aus
Mittelwerten von 3 durchgefiihrten Versuchsreihen. Zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes
wurde der Student'sche t-Test durchgefiuhrt. p< 0,05: statistisch signifikant (*). ARC-KO:
ARC-Knock-down.

Analog zu den Versuchen zur Caspase-9-Aktivitat, konnte in den untransduzierten
Rhabdomyosarkomzellen ein deutlicher zeitabhangiger Effekt von ABT-263 auf die
Caspase-8-Aktivitat beobachtet werden (Abb. 13). Dieser fiel erwartungsgemaf
schwacher aus und trat verglichen mit der Caspase-9-Aktivitat mit einer zeitlichen
Verzdégerung ein, da ABT-263 primar den intrinsischen Apoptosesignalweg induziert.
Gemessen an der DMSO-Kontrolle bewirkte ABT-263 in den untransduzierten Zellen
nach 24 Stunden eine signifikante Zunahme der Caspase-8-Aktivitdt um 59% * 17%
(pomso= 0,027). Verglichen mit der 12-stindigen Behandlung stieg die relative
Caspase-8-Aktivitat nach 24-stindiger Behandlung mit ABT-263 um 53,6% * 17%
signifikant an (p12n= 0,032). Zu friheren Behandlungszeitpunkten konnte hingegen kein
signifikanter Anstieg der Caspase-8-Aktivitdt in untransduzierten TE-671-Zellen nach
ABT-263-Behandlung im Vergleich zur DMSO-Kontrolle nachgewiesen werden (Tabelle
8).
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Um einen Effekt des ARC-Knock-downs auf die ABT-263-induzierte Aktivierung der
Caspase-8 zu untersuchen, wurden die ARC-Knock-down-Zellen anschlieRend mit der
non-silencing-Kontrollgruppe nach einer Behandlung mit ABT-263 verglichen. Analog zu
den Ergebnissen der Caspase-9-Aktivitat konnte zu keinem Zeitpunkt der Behandlung
eine signifikante ARC-abhangige Zunahme der Caspase-8-Aktivitdt durch ABT-263 in
der ARC-Knock-down-Zellgruppe im  Vergleich zur  non-silencing-Zellgruppe
nachgewiesen werden.

Fir die untransduzierten Rhabdomyosarkomzellen konnte ein signifikanter, zeitlich
verzdgerter, ABT-263-induzierter Anstieg der Caspase-8-Aktivitat nachgewiesen werden.
Somit konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der Wildtyp-TE-671-Zellen mit dem
Bcl-2-Antagonisten ABT-263 neben der bereits untersuchten Induktion des intrinsischen
Apoptosesignalwegs zu einer Mitaktivierung des extrinsischen Apoptosesignalwegs
gefuhrt hat. Der Crosstalk zwischen den beiden Apoptosesignalwegen scheint in der
Wildtyp-TE-671-Zelllinie intakt zu sein.

Zellgruppen Behandlungsdauer ermittelter p-Wert
6h 0,094
ARC-KO vs. non-silencing 12h 0,765
24h 0,915

Tabelle 8: Statistische Auswertung der relativen Caspase-8-Aktivitit im RMS nach ARC-
Knock-down und Behandlung mit ABT-263. Zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes
wurde der Student’sche t-Test durchgefiihrt. p<0,05: statistisch signifikant. Der ermittelte p-Wert der
Caspase-8-Aktivitat in den untransduzierten, mit ABT-263 behandelten Kontrollzellen betrug gemessen
an der DMSO-Kontrollgruppe nach 6 Stunden 1, nach 12 Stunden 0,186 und nach 24 Stunden 0,027.
ARC KO: ARC-Knock-down.

Caspase-3

Die Initiierung des intrinsischen und extrinsischen Apoptosesignalwegs muindet schlieBlich
in der gemeinsamen Endstrecke der Apoptose, der Aktivierung von Effektorcaspase-3.
Hiernach werden die proapoptotischen Mechanismen in Gang gesetzt und die Zelle
.begeht den programmierten Zelltod (RIEDL und SHI, 2004). Die Effektorcaspase-3
befindet sich weiter unten im Apoptosesignalweg und wird durch die bereits aktiven
Caspasen-9 und -8 durch proteolytische Spaltung aktiviert. Die Abhangigkeit der

Caspase-3-Aktivitat von der Expression des antiapoptotischen Proteins ARC nach einer
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Behandlung mit dem Bcl-2-Inhibitor ABT-263 wurde im Folgenden fir die RMS-Zelllinie
TE-671 untersucht.
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Abb. 14: Effekt des ARC-Knock-downs auf die ABT-263-induzierte Aktivierung von Caspase-3 im
RMS. Dargestellt ist der Anteil der Zellpopulation mit aktivierter Caspase-3 an der jeweiligen
Gesamtzellpopulation im Verhaltnis zur DMSO-Kontrolle (= 1 gesetzt). Die Ergebnisse bestehen aus
Mittelwerten von 3 durchgefiihrten Versuchsreihen. Zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes
wurde der Student’sche t-Test durchgefiihrt. p< 0,05: statistisch signifikant (*); p< 0,01: sehr signifikant
(**). ARC-KO: ARC-Knock-down.

Wie bereits fir Caspase-9 und -8 gezeigt werden konnte, lie sich auch fir die
nachgeschaltete Caspase-3 eine Steigerung der Enzymaktivitat in den untransduzierten
RMS-Zellen durch ABT-263 induzieren (Abb. 14). Gemessen an der DMSO-Kontrolle
bewirkte ABT-263 in den untransduzierten Zellen nach 24 Stunden eine signifikante
Zunahme der Caspase-3-Aktivitat um 45% + 9% (pomso= 0,003). Verglichen mit der 6-
stiindigen ABT-263-Behandlung stieg die relative Caspase-3-Aktivitat nach 24-stindiger
Behandlung der untransduzierten Zellen mit ABT-263 um 54% * 9% signifikant an (psn=
0,010). Zu friheren Behandlungszeitpunkten konnte kein signifikanter Anstieg der
Caspase-3-Aktivitdt in untransduzierten TE-671-Zellen nach ABT-263-Behandlung im

Vergleich zur DMSO-Kontrolle nachgewiesen werden (Tabelle 9). Die Effektorcaspase-3
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wird erst beim Durchlaufen der apoptotischen Endstrecke in den Zellen aktiviert. Ihr spater
Aktivitatsnachweis erscheint daher logisch.

Anschlielend erfolgte die Untersuchung der ABT-263-induzierten Caspase-3-Aktivitat in
den RMS-Zellen in Abhangigkeit von ihrer ARC-Expression. Die 12-stiindige Behandlung
der ARC-Knock-down-Zellen mit ABT-263 fuhrte zundchst zu einem signifikanten Abfall
der relativen Caspase-3-Aktivitat im Vergleich zur non-silencing-Kontrolle (pnon-silencing=
0,031). Nach einer 24-stindigen Behandlung mit dem Bcl-2-Antagonisten ABT-263
konnte jedoch ein signifikanter ARC-abhangiger Anstieg der relativen Caspase-3-Aktivitat
gemessen werden. In den ARC-Knock-down-Zellen kam es zu einem geringen, jedoch
signifikanten Anstieg der relativen Caspase-3-Aktivitat um 17% £ 10% verglichen mit der
non-silencing-Kontrolle (Pron-siencing= 0,012). Der ABT-263-induzierte Effekt fiel in den
ARC-Knock-down-Zellen jedoch um 32% + 10% geringer aus als in den untransduzierten
RMS-Zellen.

Eine deutliche Aktivierung der Effektorcaspase-3 durch den Bcl-2-Antagonisten ABT-263
konnte somit analog zu den Caspasen-9 und -8 fur die untransduzierte RMS-Zelllinie
TE-671 gezeigt werden. ABT-263 war nachweislich in der Lage, sowohl den intrinsischen
und extrinsischen Apoptosesignalweg als auch die apoptotische Endstrecke in den RMS-
Zellen zu aktivieren. Ein schwacher ARC-abhangiger Anstieg der relativen Caspase-3-
Aktivitat konnte nach 24 Stunden beobachtet werden. Dieser Anstieg fiel jedoch in den
ARC-Knock-down-Zellen deutlich geringer aus verglichen mit der untransduzierten
Zellgruppe. Ein Synergismus des ARC-Knock-downs mit der ABT-263-Behandlung konnte

im Hinblick auf die Caspase-3-Aktivitat somit nicht beobachtet werden.

Zellgruppen Behandlungsdauer ermittelter p-Wert
6h 0,142
ARC-KO vs. non-silencing 12h 0,031
24h 0,012

Tabelle 9: Statistische Auswertung der relativen Caspase-3-Aktivitit im RMS nach ARC-
Knock-down und Behandlung mit ABT-263. Zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes
wurde der Student’'sche t-Test durchgefiihrt. p<0,05: statistisch signifikant; p< 0,01: sehr signifikant. Der
ermittelte p-Wert der Caspase-3-Aktivitat in den untransduzierten mit ABT-263 behandelten
Kontrollzellen betrug gemessen an der DMSO-Kontrollgruppe nach 6 Stunden 0,06, nach 12 Stunden
0,091 und nach 24 Stunden 0,003. ARC KO: ARC-Knock-down.
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3.3.3 Der Knock-down von ARC hat keinen Einfluss auf die Zellvitalitat nach
ABT-263-Exposition

In 3.3.1 und 3.3.2 konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der TE-671-Zellen mit
dem Bcl-2-Antagonisten ABT-263 zur Apoptoseinduktion in den Wildtyp-RMS-Zellen fiihrt.
Nun sollte untersucht werden, ob ABT-263 einen Effekt auf das Uberleben der RMS-
Zellen ausibt und ob dieser ARC-abhangig ist.

Dazu wurden die mit dem ARC-Knock-down-Vektor transduzierten Zellen wie bei den
vorherigen Experimenten mit dem Bcl-2-Antagonisten ABT-263 in einer Dosis von 10 yM
fur 6, 12 und 24 Stunden inkubiert. Hiernach wurde die Lebendzellzahl mittels Zellzahlung
bestimmt. Als Kontrolle eines mdglichen Einflusses der lentiviralen Transduktion auf die
Vitalitdt der Zellen nach einer Behandlung mit ABT-263 diente die untransduzierte RMS-
Zelllinie TE-671. Das in dieser Arbeit verwendete Zytostatikum ABT-263 liegt in geldster
Form vor, wobei das organische Dimethylsulfoxid (DMSO) als Lésungsmittel dient. Um
einen moglichen zytostatischen Effekt von DMSO auszuschlieRen, wurden alle drei
Zellgruppen mit DMSO in &quivalenter Dosierung (10 uM) als Behandlungskontrolle
inkubiert. Die Lebendzellzahl nach 6-, 12- und 24-stiindiger Behandlung mit ABT-263
wurde flUr alle drei Zellgruppen ins Verhaltnis zur Lebendzellzahl der jeweiligen DMSO-
Behandlungskontrolle gesetzt und die so gebildete relative Lebendzellzahl graphisch
dargestellt (Abb. 15). AnschlieBend wurde die relative Lebendzellzahl der ARC-Knock-
down-Zellen nach einer Behandlung mit ABT-263 mit der relativen Lebendzellzahl der mit

non-silencing-shRNA transduzierten Zellpopulation verglichen.
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Abb. 15: Effekt des ARC-Knock-downs auf die Zellvitalitit der RMS-Zellen nach ABT-263-
Exposition. Darstellung der relativen Lebendzellzahlen der RMS-Zellgruppen nach jeweiliger
Behandlung mit 10 uM ABT-263 im Verhaltnis zur DMSO-Kontrolle (= 1 gesetzt). Zur Uberpriifung
eines signifikanten Unterschiedes wurde Student’'sche t-Test durchgeflihrt. Bei den dargestellten
Ergebnissen handelt es sich um Mittelwerte von 3 unabhangig durchgefihrten Versuchen. ARC-KO:
ARC-Knock-down.

Fir die untransduzierten RMS-Zellen lie sich verglichen mit der DMSO-Kontrolle zu
keinem Behandlungszeitpunkt ein signifikanter Einfluss von ABT-263 auf die relative
Lebendzellzahl beobachten (Abb. 15). Die untransduzierte Zellgruppe wies allenfalls nur
eine geringe Tendenz zur Reduktion der relativen Lebendzellzahl um 9,2% (£ 34,8%)
nach 24-stindiger Behandlung mit ABT-263 im Vergleich zur DMSO-Kontrolle auf.

Fir die ARC-Knock-down-Zellgruppe konnte im Zuge der 24-stindigen Behandlung mit
ABT-263 ein Trend zur Reduktion der relativen Lebendzellzahl um 29,6% (+ 26,6%) im
Vergleich zu den mit DMSO behandelten ARC-Knock-down-Zellen nachgewiesen werden
(p= 0,09). Verglichen mit den ARC-Knock-down-Zellen, welche einer 12-stlindigen
Behandlung mit ABT-263 unterzogen wurden, kam es nach doppelter Inkubationsdauer
von 24 Stunden zu einem Abfall der relativen Lebendzellzahl der ARC-Knock-down-Zellen
um 26,7% (x 26,6%). Ein signifikanter Unterschied zwischen den ARC-Knock-down-
Zellen und der non-silencing-Kontrolle nach einer 24-stiindigen Behandlung mit ABT-263
konnte offenbar aufgrund der hohen Standardabweichung nicht gesichert werden
(p= 0,864) (Tabelle 10). Nach 24-stiindiger Behandlung mit ABT-263 zeigte sich eine um
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15,2% (+ 26,6%) kleinere relative Lebendzellzahl der ARC-Knock-down-Zellen verglichen
mit den non-silencing-Zellen. Die relative Lebendzellzahl der ARC-Knock-down-Zellen war
nach 24-stindiger Behandlung mit ABT-263 um 20,4% (+ 26,6%) kleiner als die relative
Lebendzellzahl der mit ABT-263 behandelten untransduzierten RMS-Zellen.

Mit dieser Untersuchung konnte kein signifikanter ARC-abhangiger Effekt von ABT-263
auf die Vitalitat von RMS-Zellen gezeigt werden. Eine zuvor gezeigte Induktion von
Caspase-3 durch ABT-263 hat nach 24 Stunden zu keinem signifikanten Zelltod bei den
untersuchten RMS-Zellen gefiihrt. Nach einem Knock-down von ARC zeichnete sich bei
hoher Inkubationsdauer von 24 Stunden allenfalls ein Trend hin zur erhéhten Sensitivitat
von RMS-Zellen gegenliber ABT-263 ab. Der Rickgang vitaler Zellen im Vergleich zur
DMSO-Kontrolle war in der ARC-Knock-down-Gruppe am starksten ausgepragt. Der
Effekt von ABT-263 schien nach 24 Stunden schwach einzusetzen. Weitere
Untersuchungen nach 48- und 96-stiindiger Behandlung mit ABT-263 mussten in Zukunft

durchgeflihrt werden, um eine definitive Aussage Uber einen ARC-abhangigen Zelltod zu

treffen.
Zellgruppen Behandlungsdauer ermittelter p-Wert
6h 0,322
ARC-KO vs. non-silencing 12h 0,082
24h 0,864

Tabelle 10: Statistische Auswertung der relativen Lebendzellzahl im RMS nach ARC-Knock-down
und Behandlung mit ABT-263. Zur Uberpriifung eines signifikanten Unterschiedes wurde der
Student'sche t-Test durchgefihrt. Der ermittelte p-Wert der relativen Lebendzellzahl in den
untransduzierten, mit ABT-263 behandelten Kontrollzellen betrug gemessen an der DMSO-
Kontrollgruppe nach 6 Stunden 0,29, nach 12 Stunden 0,892 und nach 24 Stunden 0,528. ARC-KO:
ARC-Knock-down.

3.4 Der Knock-down von ARC erhoht die Sensitivitat der
Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671 gegeniiber dem
Todesliganden TRAIL

Nachdem unter 3.3 der Einfluss von ARC auf den intrinsischen Apoptosesignalweg
eingehend analysiert wurde, untersuchten wir nun die Rolle von ARC beim extrinsischen
Weg der Apoptose in der RMS-Zelllinie TE-671. Hierzu wurde das Zytokin
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SuperKillerTRAIL (skTRAIL) verwendet. Es stellt ein Derivat des naturlich vorkommenden
TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) dar, welches ein potenter Induktor des
extrinsischen Apoptosesignalwegs ist (WILEY et al., 1995, PITTI et al., 1996).

3.4.1 Expression der TRAIL-Rezeptoren DR4 und DR5

Im Zuge seiner proapoptotischen Funktion setzt der mit dem TNF-Faktor verwandte
Todesligand TRAIL den extrinsischen Signalweg der Apoptose durch Bindung an die
zellmembranstandigen Rezeptoren DR4 oder DR5 in Gang (SCHNEIDER et al., 1997). Um
die potenzielle Moglichkeit einer TRAIL-Wirkung auf die RMS-Zellen nachzuweisen,
wurde die Expression von DR4 und DRS5 fir die RMS-Zelllinie TE-671 mittels Western
Blot untersucht und mit der Expression in der Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6
verglichen. Wie in Abb. 16 zu sehen ist, exprimierten alle drei RMS-Zellgruppen sowohl
die Vorlaufer-(DR5-p) als auch die aktive Form (DR5-m) des DR5-Rezeptors. Es fiel
jedoch auf, dass die Expression beider DR5-Formen im RMS deutlich héher war als in der
Vergleichszelllinie ClearCa-6. Eine ARC-abhangige Veranderung der DR5-Expression
liel sich nicht beobachten. Die Expression des TRAIL-Rezeptors DR4 konnte sowohl in
der RMS- als auch in der Nierenkarzinomzelllinie allenfalls sehr schwach detektiert
werden (siehe Anhang, Abb. 24).
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Abb. 16: Expression des DR5-Rezeptors im RMS und in der Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6.
Zur Bestatigung der gleichmaRigen Auftragungsmenge diente a-Tubulin. ARC-KO: ARC-Knock-down;
DR5-p: DR5-precursor; DR5-m: DR5-mature; kDa: Kilodalton.
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Somit war die potenzielle Moglichkeit einer TRAIL-Wirkung in den TE-671-Zellen
gegeben. Mithilfe von TRAIL sollte eine Induktion extrinsischer Apoptosesignalwege im

Folgenden untersucht werden.

3.4.2 TRAIL fuhrt zur Spaltung von PARP

Nachdem unter 3.4.1 eine starke Expression des DR5-TRAIL-Rezeptors im RMS
nachgewiesen werden konnte, sollte nun der extrinsische Signalweg der Apoptose mithilfe
des Todesliganden skTRAIL induziert werden. Bei der Wahl einer geeigneten Dosierung
und Behandlungsdauer mit skTRAIL wurde eine eingehende Literaturrecherche betrieben.
Laut Angaben des Herstellers Enzo Scientific findet eine Apoptoseinduktion bei skTRAIL-
Konzentrationen von >5 ng/ml und einer Behandlungszeit von 18 Stunden statt. Ein
ausgepragter Effekt auf die Zellvitalitdt von humanen T-Lymphozyten Jurkat und humanen
Burkittlymphomzellen BJAB wurde nach 18-stindiger Behandlung mit skTRAIL
demonstriert. Als zu verwendende Arbeitsverdinnung wurden 2-100 ng/ml skTRAIL
empfohlen (ENzO SCIENTIFIC, Stand 18.02.2023).

Bis dato wurden keine Verdéffentlichungen zur Verwendung von skTRAIL in TE-671-Zellen
gefunden (Stand 18.02.2023). Die Arbeitsgruppe um Plourde konnte nach einer 16-
stiindigen Behandlung von TE-671-Zellen mit rekombinantem TRAIL in einer Dosierung
von 200 ng/ml eine Apoptoseinduktion nachweisen (PLOURDE et al., 2013). Petak und
Kollegen konnten fiir die TE-671-verwandte Zelllinie RD eine signifikante Apoptose- und
Zelltodinduktion mit TRAIL-Konzentrationen von 10 bis 100 ng/ml nach einer
Behandlungsdauer von 72 Stunden zeigen (PETAK et al., 2000). Fir die embryonale
RMS-Zelllinie Rh1 konnten die Wissenschaftler eine Apoptoseinduktion nach einer bereits
4-stindigen Behandlung mit 25 ng/ml TRAIL detektieren. Diese Arbeitsgruppen
verwendeten jedoch nicht das skTRAIL, sondern das herkdmmliche TRAIL, welches der
Zugabe eines Enhancers bedurfte. Dieser stabilisiert und unterstitzt das TRAIL bei der
Quervernetzung der Rezeptoruntereinheiten. Eine Vergleichbarkeit alterer Arbeiten mit
einer Behandlung mit skTRAIL, welches in dieser Arbeit verwendet wurde, war somit nicht
uneingeschrankt gegeben.

In vorangegangenen Dosisfindungsversuchen zu dieser Arbeit wurden untransduzierte
TE-671-Zellen fir 3, 6, 12 und 24 Stunden mit skTRAIL in einer Dosierung von 1 ng/ml bis
25 ng/ml behandelt (siehe Anhang, Abb. 25 und Abb. 26). Ein Effekt von skTRAIL trat ab
einer Konzentration von 15 ng/ml ein.

Fir die nachfolgenden Versuche wurden die drei bereits vorgestellten Zellgruppen der
TE-671-Zelllinie fur 24 Stunden mit dem Todesliganden skTRAIL in einer Konzentration
von 10, 50 und 100 ng/ml inkubiert. Als Kontrolle der skTRAIL-Behandlung wurden alle
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drei Zellgruppen fir 24 Stunden mit dem Medium inkubiert, in dem die Zellen kultiviert
wurden.

Um zu klaren, ob das skTRAIL in der Lage war, apoptotische Vorgange in der RMS-
Zelllinie TE-671 zu induzieren, wurde analog zu den Versuchen mit ABT-263 (siehe
Abschnitt 3.3.1) ein Western Blot zum PARP-Nachweis durchgefihrt. Die Spaltung des
Caspase-3-Zielproteins PARP wurde nach einer 24-stiindigen Inkubation der Zellen mit
skTRAIL in der Dosierung von 10, 50 und 100 ng/ml detektiert. Der Nachweis des 89 kDa
grolien PARP-Spaltprodukts bietet einen etablierten Beleg flr eine stattfindende
Apoptose (KAUFMANN et al., 1993).

untransduziert non-silencing ARC-KO
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Abb. 17: Spaltung von PARP nach skTRAIL-Behandlung im RMS. Zur Kontrolle der gleichmaRigen
Auftragungsmenge diente das housekeeping-Gen a-Tubulin. Die Zellen wurden fur 24 Stunden mit 10,
50 und 100 ng/ml skTRAIL oder dem Kontrollmedium behandelt. Exemplarische Darstellung fiir zwei
unabhangig durchgefiihrte Versuche. ARC-KO: ARC-Knock-down; KO: unbehandelte Kontrolle; kDa:
Kilodalton.

Wie in Abb. 17 zu sehen, konnte nach der Behandlung mit skTRAIL eine PARP-Spaltung
in der Wildtyp-RMS-Zelllinie TE-671 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle induziert
werden. Auch in den ARC-Knock-down-Zellen und der transduzierten non-silencing-
Kontrollgruppe flhrte die Behandlung mit skTRAIL zur Spaltung des Proteins PARP
verglichen zur unbehandelten Kontrolle. In allen drei Zellgruppen konnte die PARP-
Spaltung durch hohere skTRAIL-Konzentrationen tendenziell verstarkt werden. Die
unbehandelten Zellen wiesen hierbei allenfalls eine schwache Expression des PARP-
Spaltprodukts auf, welche maéglicherweise auf basale Apoptose zurlickzufiihren war.
Somit konnte gezeigt werden, dass skTRAIL zur Apoptoseinduktion in der RMS-
Zelllinie TE-671 fuhrt.

85



3.4.3 Der Knock-down von ARC fiihrt zum Zelltod nach TRAIL-Exposition

In 3.4.2 konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung der TE-671-Zellen mit skTRAIL zur
Apoptoseinduktion in allen Gruppen der RMS-Zellen flhrt (untransduziert, non-silencing,
ARC-Knock-down). Nun sollte untersucht werden, ob skTRAIL einen Effekt auf das
Uberleben der RMS-Zellen austibt und ob dieser ARC-abhangig ist.

Dazu wurden die mit dem ARC-Knock-down-Vektor transduzierten Zellen wie bei den
obigen Experimenten mit dem Todesliganden skTRAIL in einer Dosis von 10, 50 und
100 ng/ml fur 24 Stunden inkubiert. Hierbei wurde die Lebendzellzahl mittels Zellzéhlung
bestimmt. Als Kontrolle eines mdglichen Einflusses der lentiviralen Transduktion auf die
Vitalitdt der Zellen nach einer Behandlung mit skTRAIL diente die untransduzierte RMS-
Zelllinie TE-671. Als Kontrolle der Behandlung mit skTRAIL diente wie in 3.4.2
beschrieben das Medium, in welchem die Zellen kultiviert wurden. Dieses wurde flr
ebenfalls 24 Stunden allen drei Zellgruppen zugesetzt. Die Lebendzellzahl nach
24-stundiger Behandlung mit den drei verwendeten skTRAIL-Konzentrationen wurde fir
die drei Zellgruppen mittels Zellzdhlung bestimmt. AnschlieBend wurde diese ins
Verhaltnis zur Lebendzellzahl nach einer Behandlung mit Kontrollmedium gesetzt. Die so
gebildete relative Lebendzellzahl wurde graphisch aufgetragen (Abb. 18). Die relative
Lebendzellzahl der ARC-Knock-down-Zellen wurde mit der relativen Lebendzellzahl der
mit non-silencing-shRNA transduzierten Zellpopulation nach skTRAIL-Behandlung

verglichen (Tabelle 11).
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Abb. 18: Effekt des ARC-Knock-downs auf die Zellvitalitit der RMS-Zellen nach skTRAIL-
Exposition. Darstellung der Lebendzellzahl nach 24-stiindiger Behandlung mit skTRAIL (10, 50 und
100 ng/ml) im Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle (= 1 gesetzt). Zur Uberpriifung eines signifikanten
Unterschiedes wurde der Student'sche t-Test durchgefiihrt. p<0,05: statistisch signifikant (*). Bei den
dargestellten Ergebnissen handelt es sich um Mittelwerte von zwei unabhangig durchgefihrten

Versuchen mit insgesamt 4 Wiederholungen. ARC-KO: ARC-Knock-down.

Fir die untransduzierten RMS-Zellen konnte mit keiner der verwendeten skTRAIL-
Konzentrationen ein signifikanter Abfall der Lebendzellzahl im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle nach 24 Stunden induziert werden (Abb. 18).

Die bei den untransduzierten RMS-Zellen beobachtete Resistenz gegeniber skTRAIL
konnte durch einen Knock-down von ARC Uberwunden werden. Nach einer 24-stiindigen
Behandlung der ARC-Knock-down-Zellen mit 50 ng/ml skTRAIL konnte ein signifikanter
Abfall der Lebendzellzahl um 7% + 3% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
nachgewiesen werden (p= 0,015). Dieser Effekt konnte durch eine hdhere skTRAIL-
Konzentration verstarkt werden. Die 24-stindige Behandlung der ARC-Knock-down-
Zellen mit 100 ng/ml skTRAIL flhrte zu einem signifikanten Abfall der Lebendzellzahl um
20% %= 7% verglichen zur unbehandelten Kontrolle (p= 0,011). In der non-silencing-
Zellgruppe konnte kein signifikanter Abfall der Lebendzellzahl im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle durch skTRAIL beobachtet werden. Der signifikante Ruckgang

vitaler Zellen nach einer skTRAIL-Behandlung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
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war somit ausschlieBlich in der ARC-Knock-down-Zellgruppe, jedoch nicht in den
non-silencing- oder den untransduzierten RMS-Zellen nachweisbar. Fir keine der
verwendeten skTRAIL-Konzentrationen konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den
ARC-Knock-down und den non-silencing-Zellen gesichert werden (Tabelle 11). Nach
einer Behandlung mit 100 ng/ml skTRAIL konnte jedoch ein Trend hin zu einer um 11%

7% geringeren Lebendzellzahl in den ARC-Knock-down-Zellen verglichen mit

non-silencing-Zellen beobachtet werden (p= 0,079).

Zellgruppen skTRAIL-Konzentration ermittelter p-Wert
10 ng/ml 0,106
ARC-KO vs. non-silencing 50 ng/ml 0,104
100 ng/ml 0,079
ARC-KO: 10 ng/mi 0,171
skTRAIL vs. unbehandelte 50 ng/ml 0,015
Kontrolle 100 ng/ml 0,011

Tabelle 11: Statistische Auswertung der relativen Lebendzellzahl im RMS nach ARC-Knock-down
und Behandlung mit skTRAIL. Zur Uberprifung eines signifikanten Unterschiedes wurde der
Student’'sche t-Test durchgefihrt. p<0,05: statistisch signifikant. Der ermittelte p-Wert der relativen
Lebendzellzahl in den untransduzierten, mit skTRAIL behandelten Kontrollzellen betrug gemessen an
der unbehandelten Kontrollgruppe nach 10 ng/ml 0,316, nach 50 ng/ml 0,171 und nach 100 ng/ml 0,149.
ARC-KO: ARC-Knock-down.

Mit dieser Untersuchung konnte zum ersten Mal der Hinweis auf einen ARC-abhangigen
Effekt von skTRAIL auf die RMS-Zelllinie TE-671 geliefert werden. Obwohl es keinen
eindeutig signifikanten Unterschied zwischen den ARC-Knock-down- und den
non-silencing-Zellen nach einer Behandlung mit skTRAIL gab, waren die ARC-
Knock-down-Zellen als einzige unter den drei untersuchten Zellgruppen sensibel auf
skTRAIL im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Somit wurde der erste Hinweis daftr
geliefert, dass das antiapoptotische Protein ARC eine Rolle beim extrinsischen

Apoptosesignalweg in der RMS-Zelllinie TE-671 spielt.
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4 Diskussion

Krebszellen exprimieren haufig grolle Mengen an antiapoptotischen Faktoren der Bcl-2-
Proteinfamilie. Dies fuhrt zu einem Schutz vor dem naturlichen oder therapieinduzierten
Zelltod.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob die Abnahme der Expression des
Uberlebensférdernden Proteins ARC das Ansprechen von Rhabdomyosarkomzellen auf
Induktoren intrinsischer und extrinsischer Apoptose verbessern kann. Auflierdem wurde
analysiert, ob ARC einen Einfluss auf die Expression pro- und antiapoptotischer Bcl-2-
Proteine nimmt, um seine Rolle bei apoptotischen Vorgdngen im Rhabdomyosarkom

besser verstehen zu kdnnen.

4.1 Die Inhibition von Bcl-2 durch ABT-263 induziert Apoptose

in Rhabdomyosarkomzellen

Das oral verfigbare Zytostatikum ABT-263 ist ein potenter und selektiver Inhibitor der
antiapoptotischen Bcl-2-Familienmitglieder Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w. Erste Phase-I-Studien
sowohl in soliden Tumoren als auch in Neoplasien der hamatologischen Reihe lieferten
vielversprechende Ergebnisse (GANDHI et al., 2011; ROBERTS et al., 2012).
AnschlieBende Phase-ll-Studien schrankten die Wirksamkeit von ABT-263 als
Monotherapeutikum jedoch ein und unterstrichen die Notwendigkeit einer
Kombinationstherapie (RUDIN et al., 2012; KIPPs et al., 2015; KIVIOJA et al., 2019).
ABT-263 blockiert die BH3-Bindungstasche von oben genannten antiapoptotischen Bcl-2-
Proteinen und wirkt damit proapoptotisch auf die Zellen (OLTERSDORF et al., 2005). Die
Expression der antiapoptotischen ABT-263-Zielproteine Bcl-2 und Bcl-xL in der
RMS-Zelllinie TE-671 konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Um Apoptose zu
induzieren, ist ABT-263 auflerdem auf das Vorhandensein der proapoptotischen
Effektorproteine Bax und Bak angewiesen (RENAULT et al., 2014; VAN DELFT et al., 2006).
Die Expression von Bax und Bak in TE-671-Zellen konnte ebenfalls gezeigt werden.
Somit waren wichtige Voraussetzungen erflllt, um die Wirkung von ABT-263 im
embryonalen RMS zu untersuchen.

Das 89 kDa-grof3e Spaltprodukt des DNA-Reparaturenzyms PARP wird vornehmlich von
der aktivierten Effektorcaspase-3 im Rahmen beginnender Apoptose generiert und ist
somit ein spezifischer Apoptosemarker (KAUFMANN et al., 1993). Der Nachweis einer
gesteigerten PARP-Spaltung in TE-671-Zellen nach einer 6-, 12- und 24-stindigen
Behandlung mit ABT-263 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle diente als erster

Hinweis auf eine ABT-induzierte Apoptose. Mittels Durchflusszytometrie konnte
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anschlieRend eine ABT-263-vermittelte signifikante Aktivierung aller drei untersuchten
Caspasen (-9, -8 und -3) in den TE-671-Zellen detektiert werden. Der starkste Effekt von
ABT-263 konnte beim intrinsischen Apoptosesignalweg beobachtet werden. Hier wurde
die Aktivitat der Initiatorcaspase-9 gemessen. Bereits nach 6 Stunden kam es zu einer
signifikanten ABT-263-induzierten Steigerung der relativen Caspase-9-Aktivitdt um
39% + 10% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Dieser Effekt konnte durch eine
langere Inkubationsdauer verstarkt werden. Die relative Caspase-9-Aktivitdt war nach
24-stiindiger Behandlung mit ABT-263 um 74% + 23% signifikant gesteigert im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle. Diese friihe und starke Caspase-9-Induktion erscheint
nachvollziehbar, da der Bcl-2-Antagonist ABT-263 hauptsachlich in den intrinsischen
Signalweg der Apoptose eingreift und diesen aktiviert. Hier begunstigt ABT-263 die
Freisetzung von Cytochrom ¢ aus dem Mitochondrium, welches gemeinsam mit der
Initiatorcaspase-9 das Apoptosom bildet und die Apoptose in Gang setzt. Somit
reprasentiert eine friihe Aktivierung von Caspase-9 die Induktion des intrinsischen
Apoptosesignalwegs in TE-671-Zellen durch ABT-263.

Der Effekt von ABT-263 auf den extrinsischen Apoptosesignalweg setzte erst nach
24 Stunden der Behandlung ein. Die relative Aktivitat von Initiatorcaspase-8 war um
59% £ 17% signifikant gesteigert im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Ein spater
ABT-263-induzierter Anstieg der Caspase-8-Aktivitat lasst eine Mitaktivierung des
extrinsischen Apoptosesignalwegs durch den primar aktivierten intrinsischen Signalweg
vermuten. Demnach kdénnte angenommen werden, dass in der RMS-Zelllinie TE-671 ein
ABT-263-induzierter Crosstalk zwischen den beiden Signalwegen stattfindet. Weitere
Untersuchungen zum Beweis dieser Hypothese sowie zur Identifizierung der Vermittler
des angenommenen Crosstalks sind notwendig. Neben Caspase-8 ist aulierdem
Caspase-10 malgeblich an der Fortleitung extrinsischer Apoptosestimuli in die Zelle
beteiligt (KISCHKEL et al., 2001). Die Aktivierung von Caspase-10 muss in Erganzung zu
Caspase-8 im Rahmen der Behandlung mit ABT-263 weiter untersucht werden.

Eine Fortleitung proapoptotischer Stimuli in den TE-671-Zellen konnte ebenfalls gezeigt
werden. Die Effektorcaspase-3 wird sowohl beim intrinsischen als auch beim
extrinsischen Apoptosesignalweg aktiviert und stellt damit eine gemeinsame Endstrecke
beider Signalwege dar (RIEDL UND SHI, 2004). Nach einer 24-stiindigen Behandlung mit
ABT-263 stieg die relative Caspase-3-Aktivitat signifikant um 45% + 9% im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle an.

Die durch FACS-Analysen erzielten Beobachtungen haben gezeigt, dass es zur ABT-263-
induzierten Aktivierung von intrinsischer und extrinsischer Apoptose mit suffizienter
Fortleitung in den TE-671-Zellen gekommen ist.

Obwohl die Hypothese einer stattfindenden Apoptose durch zwei unabhangige Verfahren

belegt werden konnte, hatte eine 24-stiindige Behandlung mit ABT-263 keine signifikante
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Auswirkung auf das Uberleben der TE-671-Zellen im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle. Diese Beobachtung steht in Einklang mit den von Lock und Kollegen gelieferten
Ergebnissen (Lock et al., 2008). Sie untersuchten die Wirkung von ABT-263 auf eine
Reihe von kindlichen Tumorzellen und befanden die TE-671-verwandte Zelllinie RD fur
nicht ABT-263-sensitiv. Daten zur ABT-263-Wirkung in TE-671-Zellen liegen dem Wissen
der Autorin nach derzeit nicht vor. Wenngleich anhand der Literatur die Vermutung
naheliegt, dass auch in der Zelllinie TE-671 eine Verlangerung der Inkubationsdauer zu
keiner Anderung der Sensitivitat gegeniiber ABT-263 filhren wiirde, so kann nicht sicher
ausgeschlossen werden, dass die nachgewiesenen Apoptosevorgange nicht doch ein
Absterben der TE-671-Zellen nach einer langeren Behandlungsdauer mit ABT-263
verursacht hatten. Hierzu sollten die Zellvitalitdtsversuche in zukinftigen Studien um die
Behandlungszeitraume von 48 und 96 Stunden erganzt werden.

Diese Arbeit ist die erste, in der eine relative Resistenz von TE-671-Zellen gegenuber
ABT-263 gezeigt werden konnte. Interessanterweise wurde jedoch die Eignung von
ABT-263 fur weitere Untersuchungen zur ARC-vermittelten Apoptose bestatigt, da diese
Substanz in der Lage war, sowohl intrinsische als auch extrinsische Apoptosevorgange in

Gang zu setzten.

4.2 Eine Uberexpression von Mcl-1 als méglicher Grund fiir die

ABT-263-Resistenz von Rhabdomyosarkomzellen

Die Expression einzelner antiapoptotischer Bcl-2-Proteine in maligne entarteten Zellen
korreliert entscheidend mit ihrer Sensitivitdt gegenuber Chemotherapeutika. Die
Dominanz von einem oder zwei Bcl-2-Proteinfamilienmitgliedern ist charakteristisch fir die
jeweilige Zelllinie und wird in der Literatur als ,Proteinabhangigkeit® bezeichnet (INOUE-
YAMAUCHI et al., 2017; MERINO et al., 2018).

In Anlehnung an die Hypothese zur ,Proteinabhangigkeit” wurde im Rahmen dieser Arbeit
eine Bcl-2- und Bcl-xL-Abhangigkeit der RMS-Zelllinie TE-671 durch den Einsatz des
Bcl-2-Antagonisten ABT-263  Uberprift. Die Expression der proapoptotischen
Aktivatorproteine Bim und Bid, des Sensitiviererproteins PUMA sowie der Effektorproteine
Bax und Bak wurde vor Beginn der ABT-Behandlung nachgewiesen. Sie stellt eine
wichtige Voraussetzung fur die Funktionalitdt des intrinsischen Bcl-2/Bcl-xL-Signalwegs
dar. Angesichts der in Zellvitalitatsversuchen festgestellten Resistenz von TE-671-Zellen
gegenuber einem Bcl-2/Bcl-xL-Antagonismus durch ABT-263 liegt die Vermutung nahe,
dass ihr Uberleben und somit auch ihre ausgepragte Therapieresistenz nicht oder nicht

nur von Bcl-2 und Bcl-xL abhéngig sind. ABT-263 war zwar in der Lage,
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Apoptosevorgange in TE-671-Zellen zu induzieren, diese waren jedoch nicht suffizient,
um die Zellen zum Absterben zu bringen.

ABT-263 bindet mit einer hohen Affinitadt an Bcl-2, Bcl-xL und Bcl-w, jedoch nicht an ihren
antiapoptotischen Verwandten Mcl-1 (OLTERSDORF et al., 2005). Ein Vergleich der Bcl-2-
und Bcl-xL-Expression zwischen den mesenchymalen TE-671-Zellen und den epithelialen
ClearCa-6 Zellen in dieser Arbeit lieferte den Hinweis auf eine relativ schwache
Proteinexpression von Bcl-2 und Bcl-xL in TE-671-Zellen. AulRerdem konnte fir die
untersuchte RMS-Zelllinie ein Trend daflir gezeigt werden, dass die Expression von Mcl-1
im Vergleich zu Bcl-2- und Bcl-xL gesteigert war. Die hier beobachtete
Expressionssteigerung von Mcl-1 steht in Einklang mit der von Pazzaglia und Kollegen
beobachteten Uberexpression von Mcl-1 auf mRNA-Ebene in Proben von Patienten mit
embryonalem Rhabdomyosarkom (PAzzAGLIA et al., 2009). Die Dominanz des
antiapoptotischen Proteins Mcl-1 beim intrinsischen Apoptosesignalweg der TE-671-
Zellen kénnte daher einen mdglichen Grund fir die Resistenz der RMS-Zellen gegentber
dem BH3-Mimetikum ABT-263 darstellen. Diese Hypothese stellten auch Preuss und
Kollegen auf (PREUSS et al., 2013). Durch eine Herunterregulation der Expression von
Mcl-1 konnten sie die Sensitivitat von TE-671-Zellen gegenliiber dem ABT-263-Vorganger
ABT-737 signifikant steigern. ABT-737 zeigt ein dem ABT-263 analoges
Bindungsverhalten gegeniber antiapoptotischen Bcl-2-Proteinfamilienmitgliedern auf, ist
jedoch als Medikament nicht oral verfigbar. Auch fur andere Zelltypen wie die humanen
Lymphom-, Zervix- oder Mammakarzinomzellen sowie das kleinzellige Bronchialkarzinom
wurde bereits gezeigt, dass eine Herunterregulation der Mcl-1-Expression die Sensitivitat
gegeniber ABT-737 deutlich erhdhen konnte (CHEN et al., 2007; TAHIR et al., 2007; VAN
DELFT et al., 2006; YECIES et al., 2010). Versuche mit einer herunterregulierten Mcl-1-
Expression in TE-671-Zellen sind daher erforderlich, um seine resistenzvermittelnde Rolle
bei der ABT-263-induzierten Apoptose in RMS-Zellen zu zeigen.

Innerhalb der Zelle bilden die antiapoptotischen Proteine Komplexe mit proapoptotischen
BH3-only-Proteinen. Diesen Zustand beschreiben Certo und Kollegen in ihrer BH3-
Profiling-Hypothese als ,priming“ oder ,Bereitschaft zum Sterben“ (CERTO et al., 2006;
MONTERO und LETAI, 2018). Unter allen proapoptotischen BH3-only-Proteinen besitzt das
Sensitiviererprotein Noxa das grofte Potenzial an Mcl-1 zu binden und es zu
neutralisieren (CERTO et al., 2006; CHEN et al., 2005). Dieser Prozess beruht
wahrscheinlich auf einem durch Noxa vermittelten Abbau von Mcl-1 (GOMEZ-BOUGIE et
al., 2011). Die Induktion von Noxa in ABT-737-resistenten, Mcl-1-lUberexprimierenden
Jurkat-Zellen konnte ihre ABT-737-Resistenz teilweise aufheben und ihren Zelltod férdern
(ROOSWINKEL et al., 2012). Die Expression von Noxa in RMS-Zellen konnte in dieser
Arbeit nicht auf Proteinebene nachgewiesen werden. Die fehlende Inhibition durch Noxa

kénnte neben der Mcl-1-Uberexpression in TE-671-Zellen eine mégliche Ursache fir ihre
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ABT-263-Resistenz darstellen. Diese Beobachtung sollte allerdings durch die
Verwendung einer Positivkontrolle flir Noxa im Western Blot gestitzt werden. Aufgrund
seiner extrem kurzen Halbwertszeit von 45-60 Minuten ist Noxa nur sehr schwer auf
Proteinebene zu detektieren (PANG et al., 2014).

Neben dem endogenen Mcl-1-Inhibitor Noxa existieren bereits synthetisch hergestellte
Mcl-1-Antagonisten wie das BH3-Mimetikum A-1210477 oder S63845 (LEVERSON et al.,
2015; KoTscHY et al., 2016). Wenngleich eine Monotherapie mit einem der Mcl-1-
Antagonisten zu keinem vermehrten Zelltod bei Rhabdomyosarkomzellen flihrte, so
konnte durch Kehr und Kollegen ein synergistischer Effekt von S63845 mit dem selektiven
Bcl-xL-Inhibitor A-1331852 fiir die TE-671-verwandte Zelllinie RD sowie im Tiermodell des
embryonalen RMS nachgewiesen werden (KEHR et al., 2020). Die Arbeitsgruppe um Kehr
postuliert eine Co-Abhangigkeit der embryonalen Rhabdomyosarkomzellen RD von den
antiapoptotischen Proteinen Bcl-xL und Mcl-1 und unterstreicht neben dieser Arbeit die
Notwendigkeit zuklnftiger Versuche zur Mcl-1-/Bcl-xL-Achse in TE-671-Zellen. Eine
Regulation von Mcl-1 und Bcl-xL auf MicroRNA-Ebene ist nicht auszuschlieRen und

wurde bereits in Osteosarkomzellen nachgewiesen (Ji et al., 2013).

4.3 ARC reguliert den Mcl-1 S-Proteinspiegel in

Rhabdomyosarkomzellen

Nachdem Mcl-1 als wichtigster Vertreter der antiapoptotischen Bcl-2-Proteine in TE-671-
Zellen postuliert wurde, sollte die Rolle eines weiteren antiapoptotischen Proteins namens
ARC (apoptosis repressor with a CARD) im Zellkulturmodell des embryonalen
Rhabdomyosarkoms charakterisiert werden. ARC gehért nicht zur Familie der Bcl-2-
Proteine. Als multimodaler Apoptoseinhibitor nimmt ARC sowohl Einfluss auf den
intrinsischen als auch den extrinsischen Apoptosesignalweg, indem es an Bax, Bad,
PUMA oder Caspase-8 bindet und diese hemmt (GUSTAFSSON et al., 2004; LI et al., 2008;
NAM et al., 2004).

Zunachst wurde der Effekt eines ARC-Knock-downs auf die Expression von Bcl-2-
Proteinfamilienmitgliedern in unbehandelten, d.h. Uberwiegend nicht-apoptotischen
TE-671-Zellen untersucht. Im Western Blot zeigte sich tendenziell eine ARC-abhangige
Herunterregulation der Expression von Mcl-1 S in ARC-Knock-down-Zellen im Vergleich
zur non-silencing- und der untransduzierten Kontrolle. Das proapoptotische Protein
Mcl-1 S entsteht durch alternatives Splicing des Mcl-1-Gens unter Aussparung von
Exon 2. Das auf diese Weise exprimierte Protein ist mit einer Lange von 271
Aminosauren kirzer als Mcl-1 L (L= long, S= short). Mcl-1 S weist im Gegensatz zu seiner

langeren antiapoptotischen Isoform lediglich die BH3-Domane auf, wobei die BH1- und
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BH2-Doméane sowie transmembrane Domanen ganzlich fehlen. Untersuchungen in
Hamsterzellen haben gezeigt, dass Mcl-1 S zur Dimerisierung mit Mcl-1 L neigt,
wohingegen eine Bindung an andere Mitglieder der Bcl-2-Proteinfamilie in Hefezellen
nicht nachgewiesen werden konnte. Durch seine Bindung an Mcl-1 L wirkt das
proapoptotische Mcl-1 S als eine Art endogener Mcl-1 L-Inhibitor (BAE et al., 2000;
BINGLE et al., 2000).

Wie die Anhebung des Mcl-1 S-Proteinspiegels durch ARC oder sein Abbau nach einem
ARC-Knock-down vollzogen werden, bedarf weiterer Klarung. Bisher war nicht bekannt,
dass ARC die Expression oder den Abbau von Proteinen quantitativ beeinflussen kann.
AulBerdem handelt es sich hier um eine mdgliche proapoptotische Wirkung von ARC,
welche ebenfalls noch nicht bekannt war. Seine aktuell erforschten Wirkmechanismen
sowohl bei der Apoptose als auch bei der Nekroptose waren auf eine direkte Bindung der
entsprechenden Zielmolekile und deren Inhibition zurtickzufihren. Ein méglicher in der
Natur existierender Mechanismus der Stabilisierung eines Proteins mit nachfolgendem
Anstieg seiner Verflgbarkeit in der Zelle ware zum einen die Inhibition seines Abbaus auf
Proteinebene. Zum anderen kénnte ein aktivierender Eingriff in seine Transkription auf
DNA-Ebene oder die Translation auf mRNA-Ebene zu einer Steigerung des
Proteinexpressionslevels fuhren. Diese Arbeit ist somit die erste, die eine Proteinspiegel-
modulierende Wirkung als einen mdglichen neuen Wirkmechanismus von ARC postuliert.
Ein Einfluss von ARC auf Mcl-1 S ware theoretisch sowohl auf der DNA- oder mRNA-
Ebene als auch auf der Proteinebene mdéglich, da im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrte
Versuche die Lokalisation von ARC sowohl im zytoplasmatischen als auch im nuklearen
Zellkompartiment detektiert haben. Um einen Einfluss von ARC auf den Proteinspiegel
von Mcl-1S zu quantifizieren, missen die in dieser Arbeit erhobenen Daten durch
densitometrische Auswertungen der Proteinexpression gestitzt werden. Weitere
Experimente zur Klarung der Frage, auf welche Weise ARC die Expression von Mcl-1 S
beeinflusst, sind in Zukunft notwendig, um die Rolle von ARC in mesenchymalen
Tumoren besser verstehen und somit auch gezielt therapeutisch ausnutzen zu kénnen.

Im Gegensatz zu Mcl-1S war die Expression der proapoptotischen Bcl-2-
Familienmitglieder Bax, Bak, Box, PUMA, Bid und Bim in unbehandelten TE-671-Zellen
nicht abhangig von ARC. Auf die Expression der antiapoptotischen Bcl-2-
Proteinfamilienmitglieder Bcl-2, Bcl-xL und Mcl-1 L hatte ARC ebenfalls keinen Einfluss.
Vor allem die Expression von Mcl-1 L, aber auch in geringerem Mafke von Bcl-2 und
Bcl-xL, stieg nach einer Transduktion mit lentiviraler shRNA an und war sowohl in der
ARC-Knock-down- als auch in der non-silencing-Gruppe tendenziell erhéht. Diese
Ergebnisse lassen eine Aktivierung der Mcl-1 L-dominierten antiapoptotischen Achse in
TE-671-Zellen durch das Einbringen von lentiviralen Vektoren vermuten. Vermutlich hat

der Vorgang der Transduktion eine Stressreaktion in TE-671-Zellen hervorgerufen,
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welche durch die Hochregulation von Uberlebensférdernden Bcl-2-Proteinen beantwortet
wurde. Eine mdgliche Reaktion auf die Transduktion kénnte die Aktivierung des
Transkriptionsfaktors NF-kB (nuclear factor ‘kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells) darstellen. Die stressbedingte Hochregulation der Mcl-1-Expression durch NF-kB
konnte bereits flr zahlreiche Tumorarten beobachtet werden und kénnte im RMS eine
wichtige Rolle spielen (GRAHAM et al., 2013; BHARADWAJ et al., 2011; HERTLEIN et al.,
2008).

4.4 Ein Knock-down von ARC hebt die ABT-263-Resistenz von

Rhabdomyosarkomzellen nicht auf

Mithilfe des bereits beschriebenen Bcl-2-Antagonisten ABT-263 sollte die Apoptose in
TE-671-Zellen induziert werden, um die Rolle von ARC beim intrinsischen
Apoptosesignalweg zu untersuchen. Zuvor wurde gezeigt, dass das BH3-Mimetikum
ABT-263 dafur geeignet ist, Apoptosevorgange sowohl auf intrinsischem als auch
extrinsischem Wege in untransduzierten RMS-Zellen anzustolRen. Trotz aktivierter
Apoptosesignalwege zeigte sich die RMS-Zelllinie TE-671 resistent gegenlber ABT-263
und es kam zu keinem signifikanten Zelltod nach 24-stindiger Behandlung mit dem Bcl-2-
Antagonisten.

Die Expression von ARC in TE-671-Zellen wurde stabil herunterreguliert und die Zellen
wurden anschlieBend mit ABT-263 behandelt. Analysen der PARP-Spaltung zeigten
sowohl flir die ARC-Knock-down- als auch fliir die non-silencing-Kontrollzellen eine
ABT-263-induzierte Apoptoseaktivierung bereits nach 6 und auch nach 12 und 24
Stunden. Die densitometrische Auswertung der Expression des PARP-Spaltungsprodukts
wurde nicht durchgefihrt, da die Versuche zweimal wiederholt wurden. Die Expression
sollte daher durch weitere Versuchswiederholungen quantifiziert werden, um einen
mdglichen zeitabhangigen Anstieg des PARP-Spaltprodukts zu identifizieren.

Trotz nachgewiesener ABT-induzierter Apoptose konnte ein Knock-down von ARC die
zuvor beobachtete, wahrscheinlich Mcl-1-vermittelte ABT-Resistenz der TE-671-Zellen
nicht auftheben. Zu keinem Zeitpunkt der Behandlung mit ABT-263 kam es in den ARC-
Knock-down-Zellen zu einem signifikanten Ruckgang der Lebendzellzahl verglichen mit
ihrer unbehandelten oder der non-silencing-Kontrolle. Nach einem Knock-down von ARC,
jedoch nicht in den beiden Kontrollzellgruppen, zeichnete sich bei langer
Inkubationsdauer von 24 Stunden allenfalls ein Trend hin zur erhdhten Sensitivitat der
Zellen gegenitber ABT-263 ab. Messungen der Zellvitalitit nach einer 48- und 72-
stiindigen Behandlung mit ABT-263 mussen in Zukunft erganzend durchgefihrt werden,

um diesen Trend naher zu untersuchen.
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Ein Einfluss von ARC auf die ABT-induzierte Caspaseaktivierung in RMS-Zellen konnte in
dieser Arbeit nicht sicher geklart werden. Obwohl eine Aktivierung der apoptotischen
Endstrecke mittels PARP-Spaltungsanalysen nachgewiesen wurde, konnte in den
transduzierten TE-671-Zellen weder fur den intrinsischen noch fur den extrinsischen
Apoptosesignalweg eine  signifikante Initiatorcaspasenaktivierung nach  einer
ABT-Behandlung beobachtet werden. Lediglich fir Caspase-3, ein Enzym der
apoptotischen Endstrecke, kam es nach 24-stiindiger Behandlung mit ABT-263 zu einem
signifikanten ARC-abhangigen Aktivitdtsanstieg um 17% + 10% im Vergleich zur
non-silencing-Kontrolle. Der ABT-263-induzierte Effekt fiel in den ARC-Knock-down-Zellen
jedoch um 32% + 10% geringer aus als in den untransduzierten RMS-Zellen. Vor allem
nach der 24-stindigen Behandlung mit ABT-263 bestand zwischen der untransduzierten
Zellgruppe auf der einen Seite und den beiden transduzierten TE-671-Zellgruppen auf der
anderen Seite ein grof3er Unterschied in der Aktivitat aller drei Caspasen (-9, -8 und -3).
Offensichtlich wurde allein durch die Transduktion der Zellen die Detektion ihrer
Caspaseaktivitdt erschwert. In dieser Arbeit konnte eine ABT-263-induzierte PARP-
Spaltung und somit eine stattfindende Apoptose in allen verwendeten Zellgruppen,
inklusive der transduzierten Zellen, nachgewiesen werden. Aulierdem ist ABT-263 ein
Induktor des intrinsischen Apoptosesignalwegs, dessen Schlisselenzym Caspase-9
darstellt. Eine Aktivierung der Caspase-9 muss folgerichtig, wie in den untransduzierten
RMS-Zellen beobachtet, auch in den ARC-Knock-down- und non-silencing-Zellen
stattgefunden haben. Somit kénnte man mdglicherweise darauf schlieRen, dass der
Transduktionsvorgang per se zu einer erschwerten Caspaseaktivitatsdetektion mittels
Durchflusszytometrie in den RMS-Zellen geflihrt hat. Vorangegangene Ergebnisse
unserer Arbeitsgruppe zur Caspaseaktivitat in analog transduzierten
Nierenkarzinomzellen zeigten hingegen keine Detektionsschwierigkeiten in der
Durchflusszytometrie (TOTH et al., 2017). Dies gibt einen Hinweis darauf, dass der
beobachtete Effekt mdglichweise zelllinienspezifisch war. Alternative Untersuchungen wie
beispielsweise ein Western Blot mit Nachweis einer Caspasespaltung sind notwendig, um
die ABT-induzierte Caspaseaktivitat in Abhangigkeit von ARC messen zu kdnnen.

Die ABT-Resistenz von untransduzierten TE-671-Zellen wurde in dieser Arbeit auf ihre
mogliche Uberexpression des antiapoptotischen Proteins Mcl-1  zuriickgefiihrt.
AnschlieBende Western-Blot-Versuche mit ARC-Knock-down-Zellen haben keinen
Hinweis dafur geliefert, dass ARC einen Einfluss auf die Expression antiapoptotischer
Bcl-2-Proteinfamilienmitglieder in unbehandelten RMS-Zellen nimmt. Folglich konnte die
Mcl-1-Uberexpression der TE-671-Zellen, welche wahrscheinlich fiir die ABT-Resistenz
mit verantwortlich war, nicht durch ARC reduziert werden. Vielmehr konnte beobachtet
werden, dass die Transduktion der TE-671-Zellen mit lentiviraler shRNA zu einem

tendenziellen Anstieg der Mcl-1-Expression sowohl in ARC-Knock-down- als auch in
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non-silencing-Zellen gefihrt hat. Darliber hinaus konnten Wang und Kollegen zeigen,
dass eine Behandlung von Tumorzellen mit ABT-263 zu einem Anstieg von Mcl-1 auf
mRNA- und Proteinebene fihrt (WANG et al.,, 2014). Zukinftige Quantifizierungen der
Mcl-1-Expression nach ABT-Behandlung und ARC-Knock-down waren notwendig, um
eine mogliche Einflussnahme von ARC und Mcl-1 in RMS-Zellen zu untersuchen. In
diesem Zusammenhang bleibt zu klaren, welchen Einfluss die in dieser Arbeit
beobachtete ARC-abhangige Regulation des proapoptotischen Proteins Mcl-1-S auf den
intrinsischen Apoptosesignalweg in TE-671-Zellen hat.

Diese Arbeit ist die erste, in der ein mégliches Zusammenwirken von antiapoptotischen
Bcl-2-Proteinfamilienmitgliedern und dem antiapoptotischen Protein ARC untersucht
wurde. Es wurden erste Hinweise fir einen fehlenden Synergismus zwischen ARC und
Bcl-2 sowie Bcl-xL entdeckt. Dies basiert wahrscheinlich auf einer Dominanz des

antiapoptotischen Proteins Mcl-1 in der embryonalen RMS-Zelllinie TE-671.

4.5 Ein Knock-down von ARC hebt die TRAIL-Resistenz von

Rhabdomyosarkomzellen auf

Der tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) ist ein potenter
endogen exprimierter Induktor extrinsischer Apoptose in Tumorzellen (WILEY et al., 1995).
Nach seiner Bindung an die zellmembranstandigen Todesrezeptoren (death receptors)
DR4 und DR5 kommt es mittels FADD und Caspase-8 zur Weiterleitung des
proapoptotischen Signals in die Zelle (KISCHKEL et al., 2000; PAN et al., 1997; WALCZAK
et al.,, 1997). Aufgrund seiner geringen Toxizitat im Normalgewebe und der guten
Wirksamkeit in Tumorzellen stellte sich rekombinant hergestelltes TRAIL in praklinischen
Zell- und Tierversuchen als ein zukunftstrachtiges Krebstherapeutikum heraus
(ASHKENAZI et al., 1999). Zusatzlich wurden monoklonale Antikérper mit agonistischer
Wirkung an DR4- und DR5-Rezeptoren entwickelt, wobei vor allem DR5-Agonisten eine
gute Wirksamkeit unter anderem auch in Rhabdomyosarkomzellen zeigten (KANG et al.,
2011; TOLCHER et al., 2007). Die Anwendung von TRAIlL-agonistischen Substanzen
lieferte im Rahmen erster Kklinischer Studien vornehmlich in Kombination mit
konventionellen Chemotherapeutika positive Ergebnisse mit geringer Rate an
Nebenwirkungen (HELLWIG und REHM, 2012). lhre klinische Wirksamkeit in Kombination
mit Standardtherapeutika konnte jedoch bisher nicht sicher auf einen Uberlebensvorteil
schlieBen lassen (SUN et al., 2014; OUYANG et al., 2018; DENG und SHAH, 2020). Dies
konnte unter anderem in der unzureichenden Quervernetzung von TRAIL-Rezeptoren
durch ihre synthetisch hergestellten Liganden begriindet sein (GIEFFERS et al., 2013; NAIR
et al., 2015).
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Erganzend zu ARC-Versuchen bei intrinsisch initiierter Apoptose wurde die Rolle von
ARC auch im Rahmen des extrinsischen Apoptosesignalwegs in RMS-Zellen analysiert.
Die extrinsische Apoptose wurde mithilfe von SuperKillerTRAIL (nachfolgend: TRAIL)
induziert. Die Expression des DR5-Todesrezeptors in TE-671-Zellen konnte mittels
Western Blot nachgewiesen werden. Hier bestand zwar kein eindeutiger Unterschied
zwischen ARC-Knock-down- und non-silencing-Zellen, jedoch war die DR5-Expression im
RMS deutlich héher als in der epithelialen Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6. Die
Expression des TRAIL-Rezeptors DR4 in TE-671-Zellen konnte nicht auf Proteinebene
nachgewiesen werden. Fur die TE-671-verwandte Zelllinie RD konnte in anderen Arbeiten
ein ebenfalls sehr schwaches oder sogar fehlendes Expressionssignal von DR4 auf
Protein- bzw. mRNA-Ebene gezeigt werden (KANG et al., 2011; SmITH et al., 2010).
Demnach kann angenommen werden, dass der zytotoxische Effekt von TRAIL in TE-671-
Zellen wahrscheinlich Gber DR5- und nicht Uber DR4-Rezeptoren vermittelt wird. Eine
Uberprifung dieser Hypothese sollte im Western Blot mittels Verwendung einer
Positivkontrolle fir DR4 durchgefuhrt werden. Zusatzliche DRS5-Knock-down-Versuche
konnten die Annahme einer DR5-Dominanz belegen.

Anders als von Kluttermann und Kollegen zuvor beobachtet, offenbarte der Einsatz von
SuperKillerTRAIL in dieser Arbeit eine TRAIL-Resistenz untransduzierter RMS-Zellen
(KLUTTERMANN et al., 2006). Angesichts dieser Diskrepanzen mit publizierten Daten sollte
jedoch beachtet werden, dass die von Klittermann eingesetzte TRAIL-Substanz mit
einem Enhancer kombiniert und der zytotoxische Effekt mit anderen Methoden
nachgewiesen wurde. Insofern ist eine 100%-ige  Vergleichbarkeit der
Versuchsergebnisse nicht gegeben.

In dieser Arbeit kam es weder in der untransduzierten noch in der non-silencing-Gruppe
im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu einem signifikanten Rickgang der
Lebendzellzahl nach 24-stindiger Behandlung mit TRAIL. Interessanterweise konnte die
TRAIL-Resistenz von TE-671-Zellen mithilfe eines ARC-Knock-downs Uberwunden
werden. Hier kam es zu einem signifikanten, dosisabhangigen TRAIL-induzierten
Rickgang vitaler Zellen um 20% = 7% im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle von
ARC-Knock-down-Zellen. Vorangegangene Analysen der Expression des PARP-
Spaltungsprodukts lieferten den Hinweis darauf, dass es sich bei dem beobachteten
Zelltod um Apoptose handelte. Mittels TRAIL liek sich in allen untersuchten Zellgruppen
Apoptose induzieren, welche tendenziell dosisabhangig war. Fur keine der verwendeten
TRAIL-Konzentrationen konnte jedoch ein signifikanter Unterschied der Lebendzellzahl
zwischen den ARC-Knock-down und den non-silencing-Zellen gesichert werden. Nach
einer Behandlung mit 100 ng/ml skTRAIL konnte jedoch ein Trend hin zu einer um
11% = 7% geringeren Lebendzellzahl in den ARC-Knock-down-Zellen verglichen mit

non-silencing-Zellen beobachtet werden (p= 0,079). Diese Ergebnisse sprechen fir eine
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wahrscheinlich ARC-abhangige TRAIL-Resistenz embryonaler RMS-Zellen. Die
Herunterregulation von ARC flhrte hier zu einem vermehrten Zellsterben, nicht jedoch die
alleinige Applikation von TRAIL. Die Aussagekraft der durchgefiihrten Versuche sollte
jedoch durch eine héhere Wiederholungszahl weiter bestatigt werden.

Die in dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse sind die ersten dieser Art, die einen
mdglichen Einfluss des antiapoptotischen Proteins ARC auf den TRAIL-assoziierten
extrinsischen Apoptosesignalweg vermuten lassen. Weitere Untersuchungen sind in
Zukunft notwendig, um diese Annahme zu bestatigen. So sollte durch zusatzliche
Apoptoseversuche eindeutig geklart werden, ob es zu einer ARC-abhangigen
Caspaseaktivierung nach einer TRAIL-Induktion in TE-671-Zellen kommt und durch
welche Wirkmechanismen diese vermittelt wird. Eine mdgliche Induktion von Nekroptose
durch TRAIL ist von anderen Arbeitsgruppen bereits gezeigt worden und ist fur TE-671-
Zellen zu untersuchen (JOUAN-LANHOUET et al., 2012).
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6 Anhang

TE-671 Kontrolle

226kDa g S— > _

55 kDa WP, — — a-Tubulin

Abb. 19: Vergleich der ARC-Expression in der RMS-Zelllinie TE-671 und der
Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6 mittels Western Blot. Zur Bestatigung der gleichmafigen
Auftragungsmenge der Proteine wurde das housekeeping-Gen a-Tubulin detektiert. ARC-KO: ARC-
Knock-down; kDa: Kilodalton.

Zellgruppe

TE-671 ClearCa-6
untransduziert non-silencing | ARC-KO untransduziert
Versuch 55,1 50,6 9,7
Versueh 87,4 80 464
Versueh 2,8 7.7 0.2 0,9

Tabelle 12: Densitometrische Auswertung der ARC-Expression im RMS und im
Nierenzellkarzinom. Die gemessenen Extinktionssignale wurden densitometrisch erfasst und an
a-Tubulin oder GAPDH genormt. ARC-KO: ARC-Knock-down.
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Abb. 20: Wachstumskurven aller verwendeten Varianten der Rhabdomyosarkomzelllinie TE-671.
Innerhalb des Beobachtungszeitraums von 7 Tagen wurde die optische Dichte taglich mittels MTT-

Assay bestimmt. Dargestellt sind Mittelwerte aus 6 Messungen.
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Abb. 21: Expression proapoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie in der RMS-Zelllinie TE-671 und

in der Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6. Zur Bestatigung der gleichmaRigen Auftragungsmenge der

Proteine wurde das housekeeping-Gen a-Tubulin detektiert. ARC-KO: ARC-Knock-down; kDa:

Kilodalton.
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Abb. 22: Expression antiapoptotischer Proteine der Bcl-2-Familie in der RMS-Zelllinie TE-671 und

in der Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6. Zur Bestatigung der gleichmafligen Auftragungsmenge der

Proteine wurde das housekeeping-Gen a-Tubulin detektiert. ARC-KO: ARC-Knock-down; kDa:

Kilodalton.
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Abb. 23: Exemplarische Darstellung eines Dot-Plots zur Caspaseaktivititsmessung mittels
Durchflusszytometrie. Die Darstellung in Diagrammen erfolgte unter Zuhilfenahme der Software
FloMax®. Das Gate RN1 wurde zur Selektion turboGFP-exprimierender Zellen verwendet. Die
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Caspaseaktivierung wurde im Gate RN2 durch Analyse des Sulforhodaminsignals dargestellt. Das Gate
R1 diente der Markierung der untersuchten Zellpopulation und der Vermeidung von Artefakten durch
zellfremde Partikel. Vorwartsstreulicht (FSC; forward scatter) lieferte eine Aussage uber die GréRRe und
Seitwartsstreulicht (SSC; side scatter) Uber die Granularitdt der erfassten Zellpopulation. Counts =
Zellzahl. a. Untransduzierte RMS-Zellpopulation. b. ARC-Knock-down-Zellpopulation.
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Abb. 24: Expression des DR4 Rezeptors im RMS
und in der Nierenkarzinomzelllinie ClearCa-6. Zur
Kontrolle der gleichmaRigen Auftragungsmenge diente
GAPDH. ARC-KO: ARC-Knock-down; kDa: Kilodalton.
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Abb. 25: Dosisfindungsversuche an untransduzierten TE-671-Zellen mit skTRAIL. Darstellung

der absoluten Lebendzellzahl nach einer 3-, 6- und 12-stindigen Behandlung mit 1, 5 und 10 ng/ml

skTRAIL. Mittelwerte von 3 Versuchswiederholungen. KO: unbehandelte Kontrolle.
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Abb. 26: Dosisfindungsversuche an untransduzierten TE-671-Zellen mit skTRAIL. Darstellung
der absoluten Lebendzellzahl nach einer 6-, 12- und 24-stiindigen Behandlung mit 5, 15 und

25 ng/ml skTRAIL. Mittelwerte von 3 Versuchswiederholungen. KO: unbehandelte Kontrolle.
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