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1. Einleitung

1.1. Das hepatozellulire Karzinom

Das hepatozelluldre Karzinom (HCC) gehort weltweit zu den hdufigen hoch malignen
Erkrankungen (1) und ist fiir ca. sechs Prozent aller humanen Krebserkrankungen und jahrlich
eine Million Sterbefille verantwortlich (2-4). So liegt fir HCC-Patienten die Ein-Jahres-
Uberlebensrate bei 17 - 44 %, die Drei-Jahres-Uberlebensrate bei 8 - 17 % und die Fiinf-
Jahres-Uberlebensrate unter fiinf Prozent (3, 5-8). Seine stiirkste Verbreitung findet es in
Afrika und fernostlichen Landern, wie z.B. Japan und China. Aber auch in den westlichen
Industrienationen nimmt die Erkrankungshédufigkeit stetig zu und stellt eine zunehmende
gesundheitliche Bedrohung dar (1). In den USA stieg in den letzten 25 Jahren die Inzidenz
des HCCs signifikant von 1,4 pro 100.000 Einwohner auf 2,4 pro 100.000 Einwohner, was
einer Zunahme um 71 % entspricht (7, 9). Die haufigsten Ursachen fiir die Entstehung eines
HCC sind gerade in fernostlichen Landern Aflatoxinvergiftungen, Hepatitis-B-Virus (HBV)-
und Hepatitis-C-Virus (HCV)-Infektionen. Die Virus-Hepatitis-Infektionen gewinnen zudem
immer mehr an Bedeutung in den Industrielindern (10). Studien in Italien und den
Vereinigten Staaten verwiesen auf die Bedeutung von alkoholisch induzierten Leberzirrhosen
fiir die Entstehung des HCCs (11). Bis zu 45 % der HCC-Erkrankungen waren auf den
Alkoholabusus  zuriickzufiihren, dabei wirkt sich  Alkoholmissbrauch besonders
schwerwiegend bei Hepatitis-C-Patienten aus. Ihr Risiko fiir ein HCC verdoppelt sich im
Vergleich zum Risiko flir Patienten mit einer alleinigen HCV-Infektion. Adjuvante
Therapieoptionen wie Radio- oder Chemotherapie aber auch préventive Chemotherapeutika
fehlen noch immer.

Neue Perspektiven einer medikamentdsen Therapie fiir das HCC bieten moglicherweise nicht
steroidale Anti-Rheumatika (NSARs), auch unter dem englischen Synonym non steroidal
antiinflammatory drugs (NSAIDs) bekannt. Neben ihrer antiinflammatorischen Wirkung,
welche durch die Inhibition der Cyclooxygenase-2 (COX-2), ein Enzym des
Prostaglandinstoffwechsels, erzielt wird, wurden auch antitumorigene Effekte berichtet
(s. Kap. 1.3.).

In der vorliegenden Arbeit wurden nun mdgliche Apoptose induzierende Effekte der NSARs
auf das HCC in vitro untersucht. Dabei wurden stellvertretend fir das HCC
Hepatomzelllinien (Kap. 1.11.) und als NSAR, SC-58635, ausgewdhlt.
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1.2. Die Cyclooxygenase-2

1.2.1. Die Cyclooxgygenase-2 ist ein Enzym des Prostaglandinstoffwechsels

Cyclooxygenasen sind zentrale Enzyme des Prostaglandinstoffwechsels (Abb. 1) und sind in
zwei Isoformen vertreten: Die Cyclooxygenase-1 wird konstitutiv in den meisten Geweben
exprimiert (12) und dient homdostatischen Funktionen wie beispielsweise der Zytoprotektion
oder der Aggregation der Blutpldttchen (13, 14). COX-2 hingegen wird als Reaktion unter
pathologischen Bedingungen wie Entziindungen oder Krebserkrankungen induziert (15, 16).
Als Substrat der COX-2 dient die Arachidonsiure, eine ®-6-Fettsdure, welche als Baustein
der membrangebundenen Phospholipide iiber die cytosolische Phospholipase A2 (cPLA2)
freigesetzt wird. Mit Hilfe der enzymatischen Aktivitit von COX-2 wird in einem
geschwindigkeitsbestimmenden Schritt Arachidonsdure in hochreaktives, kurzlebiges
Hydroperoxyendoperoxid (PGG;) umgewandelt. Die Reaktion wird durch oxidative
Zyklisierung unter Wegfall zweier Doppelbindungen ausgefiihrt, wodurch ein zentraler
C5-Ring entsteht (17). In einem zweiten Schritt reduziert COX-2 PGG; zu Prostaglandin
Hydroxyendoperoxid (PGH,), das gleichsam hochreaktiv ist (18). Hierbei handelt es sich um
eine Vorstufe verschiedener Prostaglandine, die als zentrales Strukturelement Prostanoidsdure
enthalten (17). Prostaglandin E, (PGE;) geht aus dieser Vorstufe durch die katalytische
Wirkung von PGE-Synthasen, welche zur Gruppe der Isomerasen gehdren, hervor. Ein

weiteres hochreaktives Nebenprodukt ist das Mutagen Malondialdehyd (19, 20). Ziel von

Arachidonsiure
+ COX-172
C PG,
4‘. COX-1/2
PGH
o=, PG Symthase . I'X Svnthase

- A ‘/[ N

- PGF PGE e
PG TxA,
PG, Svmihase PGD Synihase L

x i v ‘*

PGF,, PG, PGE,

Abb. 1: Prostaglandinstoffwechsel. COX-2 katalysiert in einem geschwindigkeitsbestimmenden Schritt Arachidonsaure tber
PGG;. zu PGH,. Uber die PGE-Synthase wird PGE; gebildet. Abbildung nach Rowley et al. (17).
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PGE; sind die Prostaglandinrezeptoren EP1 bis EP4, welche sich durch eine unterschiedliche
Affinitdt fir ihren Liganden auszeichnen und iiber second messenger wie Ca®" oder
zyklisches Adenosinmonophosphat weitere Signalwege aktivieren (21).

Somit ist COX-2 nicht nur in die Reaktion auf bereits krankhafte Prozesse involviert, sondern
kann im ungilinstigsten Fall iiber die hochreaktiven, mutagenen und kanzerogenen

Zwischenprodukte zusitzlich eine maligne Erkrankung induzieren.

1.2.2. Die Expression der Cyclooxygenase-2

Im Zusammenspiel mit wachstumsregulierenden Signalwegen kommen als mdogliche
Induktoren der COX-2 epidermal growth factor (EGF) (22) oder insulin like growth factor 11
(IGF II) in Frage (23). Der Wachstumsfaktor IGF II ist mit der Hepatokarzinogenese
korreliert (24-26). Im Kolonkarzinom wurde gezeigt, dass IGF II iiber den IGF I-Rezeptor
vermittelt wird (23). Eine Hochregulierung der COX-2 iiber die Wirkung von tumor necrosis
factor o (TNFa) wurde im Prostatakarzinom (27) und in Lungenkarzinomzellen (28)
beschrieben. In diesem Zusammenhang spielt nuklear factor kappa B (NFxB), welches in
Hepatomzellen durch TNFa stimuliert wird (29-31), ebenfalls eine wichtige Rolle als
Transkriptionsfaktor fiir COX-2 (32, 33). Weitere mogliche Induktoren der COX-2 sind
Interleukin-1p (IL-1P) (28, 34) und IL-2, transforming growth factor /3 (TGFB), die Onkogene
RAS und SRC (22, 33), generell genomische Veridnderungen, sowie weitere auto- und
parakrine ~ Wachstumsfaktoren. = Als  Folge der engen  Assoziation  von
wachstumsbeeinflussenden Faktoren mit COX-2 wird diese in zahlreichen verschiedenen
Tumorentititen iiberexprimiert (33): Kolonkarzinom (35), Blasenkarzinom (36),
Mammakarzinom (37), Lungenkarzinom (28, 38), nicht kleinzelliges Lungenkarzinom (39),

Prostatakarzinom (27).

1.2.3. Die Cyclooxygenase-2 ist im hepatozelluliren Karzinom dysreguliert

Zahlreiche Arbeiten der letzten Jahre demonstrierten eine Uberexpression der COX-2 in
HCC-Geweben und in Hepatomzelllinien (40-45). Dabei war die COX-2-Expression mit dem
Differenzierungsgrad des HCC-Gewebes korreliert. In gut differenzierten HCCs der
Anfangsstadien war die COX-2-Expression hoher als in den schlechter differenzierten
Geweben der spiten Stadien oder normalen Leberzellen (40, 41, 44). Dagegen wurde aber fiir
das direkt an HCC angrenzende Gewebe eine hohere COX-2-Expression als im HCC gezeigt,
was mit Entziindungsparametern assoziiert war (42, 46). Die Prognose war deutlich schlechter

fiir HCC-Patienten, wenn noch nicht kanzerdses Lebergewebe COX-2 exprimierte (42).
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Das Genom von HCC-Tumoren ist durch eine Reihe von Chromosomenaberrationen
gekennzeichnet. Viele Chromosomen weisen entweder Zugewinne oder Verluste auf
(Abb. 2). Auf dem Chromosomenarm 1q wurden hierbei in den meisten der untersuchten
HCC-Geweben (46-57%) Zugewinne mit Hilfe der comparative genomic hybridisation
(komparative genomische Hybridisierung, CGH)-Analyse registriert (47-49). Diese
Chromosomenabnormalitdt lag vor allem in der Region 1q12-25 vor (47). Weiter lieB3 sich der
Zuwachs mit friihen Stadien der Hepatokarzinogenese korrelieren (49). Das cox-2-Gen
befindet sich auf dem Chromosomenabschnitt 1925.2 — q25.3 (50), und liegt damit in der

Kernregion von 1q, welche vor allem fiir chromosomale Verdnderungen anfillig ist.
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Abb. 2: Kolokalisation der Gene cox-2 und cpla2 auf dem Chromosomenarm 1q. Reprasentative Chromosomenkarte
eines HCC. Zugewinne sind griin, Verluste rot gekennzeichnet. In mehr als 46 % der untersuchten HCC-Gewebe wurden
Zugewinne in der CGH-Analyse festgestellt (47-49). Abbildung aus Niketeghad et al. (47).

Interessanterweise ist das cox-2- mit dem cpla2-Gen, welches auf 1q25 kartiert wurde (51)
und dessen Protein die Bildung des Substrats der COX-2, die Arachidonsdure, katalysiert,
kolokalisiert (Abb. 2).

Ein wichtiger Suppressor der COX-2 ist das Tumorsuppressorgen p53 (52-54), welches
jedoch im HCC bzw. in HCC-Zelllinien hiufig mutiert ist (55, 56).
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1.2.4. Die kanzerogene Wirkung der Cyclooxygenase-2

Die kanzerogene Wirkung durch COX-2 ist vielfiltig. So fallen in der Prostaglandinsynthese
selbst hochreaktive kanzerogene bzw. mutagene Zwischenprodukte wie PGG,, PGH, und
Malondialdehyd an (Kap. 1.2.1.). Weiter nimmt COX-2 Einfluss auf die tumorgerichtete
Immunantwort und die Neoangiogenese der Tumorzellen (13). Bei der Neoangiogenese
werden fiir die zur Sauerstoffversorgung des Tumorgewebes notwendige Mikrozirkulation,
aus bereits bestehenden neue GefdBlen gebildet. Die Abwanderung von Karzinomzellen in
andere gesunde Gewebe, auch als Invasion bezeichnet, wird gleichfalls COX-2 abhingig
stimuliert (13). Ein weiterer protumorigener Effekt besteht in der vielfach berichteten
antiapoptotischen Wirkung der COX-2 aufgrund der inversen Korrelation von

COX-2-Expression zur Tumorzellapoptose (13, 57-59)

1.3. SC-58635, aus der Wirkstoffgruppe der NSARs, inhibiert die
Cyclooxygenase-2 selektiv

Die enzymatische Wirkung der Cyclooxygenase kann pharmakologisch durch die Gruppe der
eingangs erwihnten NSARs inhibiert werden. Immer mehr Untersuchungen wiesen zunéchst
auf die antitumorigenen Eigenschaften von NSARs, vor allem im kolorektalen Karzinom, hin
(60-62). Die Erkenntnisse aus diesen Arbeiten weiteten sich auf andere Tumorentititen wie
Brust-, Prostata- oder Pankreastumoren, sowie das HCC aus (45, 63-67).

NSARs lassen sich in ihrer Wirkungsweise in Bezug auf die Inhibition der Cyclooxygenase in
zwei Gruppen unterteilen. Die klassischen NSARs, wie beispielsweise Acetylsalicylsdure
(Aspirin®) (Abb. 3A) oder Sulindac, hemmen unspezifisch COX-1 und COX-2. Aufgrund
der homdostatischen Wirkung von COX-1 fiihrt ihre Inhibition u.a. zu Stdrungen der
Blutpldttchenaggregation oder Ulzerationen im Gastrointestinaltrakt.

NSARs der neuen Generation inhibieren nun selektiv COX-2 und nur unwesentlich COX-1
(22), was zu einer erheblichen Verringerung der Nebenwirkungen flihrt. Vertreter dieser
Gruppe sind unter anderen SC-58635 (Celecoxib) (Abb. 3B), Meloxicam und NS-398. In
einer Multicenter-Studie an Arthritispatienten konnte der positive Effekt der selektiven
COX-2-Inhibierung an der deutlichen Abnahme der gastrointestinalen Ulzerationen gezeigt
werden. Im Vergleich zur Behandlung mit Naproxen, einem nicht spezifischen NSAR, nahm

die Inzidenz der Nebenwirkungen mit SC-58635 von 19 % auf4 % ab (68).
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Abb. 3: Strukturformeln von NSARs. A: Acetylsalicylsdure inhibiert COX-1 und COX-2. B: SC-58635 hemmt COX-2

spezifischer.

Die antiproliferativen und antineoplastischen Eigenschaften in verschiedenen Tumorentitdten
blieben den spezifisch COX-2 inhibierenden NSARs nicht nur erhalten, sondern konnten
dariiber hinaus verbessert werden (67, 69-72). Untersuchungen in Kolonkarzinomzellen
verglichen den selektiven COX-2-Inhibitor NS-398 mit Indometacin, einem unselektiven
COX-2-Inhibitor, wobei beide NSARs dosis-abhingige Effekte in Bezug auf die Inhibierung
der Proliferation zeigten. Im Vergleich aber war der spezifische COX-2-Inhibitor NS-398
deutlich effektiver (73, 74). Eine andere Arbeit in Kolonkarzinomzellen belegte die bessere
Effektivitit der Apoptoseinduktion von SC-58635 im Vergleich zur unspezifischen Inhibition
mit Indometacin (75). In Lebertumorzelllinien wurde die Wirkung von spezifischen NSARs
auf die Zellvitalitdt zur Wirkung eines nicht spezifischen NSARs verglichen (45). Dafiir
wurden die Zelllinien HepG2, SK-Hep-1, HuH-7, Hep3B mit SC-58635 und Meloxicam als
spezifische NSARs und Sulindac als nicht spezifisches NSAR behandelt. Die Abnahme der
Zellvitalitdt war bei der spezifischen COX-2-Inhibierung in allen Zelllinien deutlich starker
als bei der unspezifischen Blockade. Dariiber hinaus erwies sich die COX-2-Inhibierung mit
SC-58635 in HuH-7-Zellen als besonders effizient (45). So wurde die antineoplastische
Wirkung der NSARs direkt mit der Inhibierung der COX-2 assoziiert (15, 16).
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1.4. Der programmierte Zelltod, die Apoptose

Wihrend der Apoptose fiihrt ein genau definiertes genetisches Programm der Zelle selbst zu
threm Zelltod. Der Vorgang wurde als erstes von Kerr et al. 1972 beschrieben und nach dem
griechischen Ausdruck amomtwoig (altgr. apoptosis, "Abfallen") fiir Laubfall benannt (76).
Apoptose ist ein wichtiger Vorgang u.a. bei der Embryonalentwicklung, der Homoeostase von
mehrzelligen Organismen oder im Immunsystem (77, 78). Viele Krankheiten, wie AIDS (79)
oder Krebs sind durch eine fehlgesteuerte Apoptose gekennzeichnet. Man unterscheidet drei
Schritte in der Apoptose: Die Initiation, Exekution und Termination. Die Initiation der
Apoptose wird durch unterschiedliche Faktoren und Reize, wie UV- oder y-Bestrahlung,
Chemotherapeutika oder endogen, durch das korpereigene Immunsystem, ausgeldst. Hierbei
spielen vor allem Todesrezeptoren, aber auch die Inaktivierung von Wachstumsfaktoren eine
entscheidende Rolle. Bei der Apoptoseexekution invertiert die Zellmembran, wobei die Zelle
in kleine Blasen abgeschniirt wird, was auch als Blebbing oder Zeiose (altgr. (eiw, zeio, ich
koche) bezeichnet wird. Die so gebildeten apoptotischen Korper (apoptotic bodies) werden
unter dem Mikroskop gut sichtbar. Der Zellkern wird fragmentiert, es kommt zur
Chromatinkondensation und in der Folge wird DNA abgebaut, wihrend die Mitochondrien
erhalten bleiben. In der Endphase der Apoptose, der Termination, werden die apoptotic
bodies schlieBlich phagozytiert (80). Apoptose ist ein aktiver Prozess, der ATP abhéngig,
unter ATP bereitstellenden Bedingungen in der Zelle, ausgefiihrt wird (81, 82). Eine andere
Form des Zelltodes wird als Nekrose vom altgriechischen Wort vekpoc (nekros), der
Leichnam, bezeichnet und ist pathologisch. Die Nekrose ist ein passiver Vorgang, der selbst
kein ATP benétigt und bei niedrigen ATP-Konzentrationen begiinstigt wird (81). Die Zellen
schwellen an und platzen, dabei werden die Zellorganellen zerstdrt und intrazelluldre
Bestandteile treten nach auflen. Dies fiihrt in der Folge zu Entziindungsreaktionen mit
weiteren pathologischen Folgen. Bei der Apoptose dagegen entsorgen sich die Zellen selbst,
ohne das umliegende Gewebe zu schddigen, wodurch inflammatorische Prozesse vermieden
werden konnen. Vorteilhaft ist auch die Wiederverwendung der bei der Apoptose

entstandenen Abbauprodukte in der phagozytierenden Zelle.
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1.5. Caspasen leiten als proteolytische Enzyme Apoptosesignale weiter

Caspasen gehoren zur Gruppe der Proteasen mit einem Cystein im aktiven Zentrum. Sie
spalten ihre Zielproteine C-terminal von Aspartat (83). Daher leitet sich ihr Name ab: Cystein
Aspartat Proteasen. In der Zelle werden die Caspasen als Procaspasen synthetisiert (84) und
stehen damit sehr schnell zu deren Verwendung in der Zelle bereit. Die noch inaktiven
Caspasen werden durch andere Caspasen in kleinere Untereinheiten gespalten und damit
aktiviert (85), wodurch das Apoptosesignal kaskadenartig weitervermittelt wird.

Ihre physiologischen Aufgaben erstrecken sich in der Hauptsache auf die
Apoptoseweiterleitung, aber auch auf die Aktivierung von Zytokinen. Dementsprechend
konnen die Caspasen in drei Subfamilien eingeteilt werden: Zytokinaktivatoren
(Caspase-1, -4 und -5), Apoptoseinitiatoren (Caspase-2, -8, -9 und -10) und
Apoptoseeffektoren Caspase-7, -3 und -6 (83). Die Initiator-Caspasen stehen am Anfang der
Apoptosesignalkette (Abb. 4), dagegen sprechen die Effektoren downstream (Abb. 4)
zusétzlich andere Klassen von apoptoserelevanten Zielproteinen an. So ist die Nuklease
DFF40/CAD, welche die Fragmentierung der DNA katalysiert, ein Ziel der Caspase-3
(CASP-3) (86, 87). Die CASP-8 spaltet BID, ein Mitglied der BCL-2-Familie, wodurch
letztendlich die Mitochondrien aktiviert werden (88) (s. Kap. 1.7.3.). Damit erhédlt CASP-8

Extrinsischer Signalweg Intrinsischer Signalweg

Licang 8088 I
'gan ] I
o extrazellular i intrazellular . Mitochondrien
odes- giERa : e Q2o of
rezeptor HPEE i \' 0
DISC i 'i. CYT-C
' E Apoptosom
Pro-CASP-8 i Pro-CASP-9
Initiatorcaspasen = CASP-8* E CASP-9

\ CASIP-3 /

Effektorcaspasen \l,
CASP-6

\’
Apoptose

Abb. 4: Schematische Darstellung von Initiator- und Effektorcaspasen. Initiatorcaspasen stehen am Anfang der
Signalkaskade. Effektorcaspasen sind downstream der Initiatorcaspasen aktiv und sprechen zusatzlich noch weitere

Zielproteine an. *Eine Sonderstellung nimmt CASP-8 ein, da sie auch als Effektorcaspase fungieren kann.
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als apikale Initiator-Caspase eine Sonderstellung, da sie auch die Aufgabe einer
Effektorcaspase libernimmt (Abb. 4).

Die am Anfang der Reaktionskette stehenden Initiatorcaspasen (auch als apikale Caspasen
bezeichnet) werden mittels proteolytischer Spaltung, der Hydrolyse von Peptidbindungen,
aktiviert. CASP-8 wird auf Hohe der Todesrezeptoren, im extrinsischen Apoptosesignalweg
(Abb. 4), iiber eine Protein-Protein-Interaktion der ProCASP-8 mit dem DISC-Komplex
(death inducing signalling complex) aktiviert (Abb. 5). Dabei wird ProCASP-8 zuerst
oligomerisiert. Aus den Oligomeren wird iiber eine stabile Interaktion der Proteasedoménen
jeweils zwei benachbarten Pro-Caspasen-Dimere gebildet (Abb. 5 I), welche enzymatisch
aktiv sind (89-91). Diese Dimere konnen nun von anderen Dimeren zwischen der gro3en und
der kleinen Untereinheit proteolytisch gespalten werden (Abb. 5 II). In der Folge findet eine
Konformationsianderung zwischen der Prodoméne und der groflen Untereinheit statt, wodurch
die groBBe Untereinheit abgespalten wird (Abb. 5 III). Die so entstandene reife aktive CASP-8

wird ins Zytosol entlassen (92).

DISC

Prodomane—» m z j

Protease- _»O O 0 b

domane Pro-Caspase-8
Monomere

D|mere

Konformations-
Aktive anderung
Caspase-8 b0|:| Ed:kr

Abb. 5: Modell der Caspase-8-Aktivierung. I: Dimerbildung lber eine stabile Interaktion von jeweils zwei benachbarten
Pro-Caspasen Uber ihre Protease-Domanen. Il: Die Dimere kénnen andere Dimere in eine grofle und kleine Untereinheit
spalten, wodurch es zur Konformationsdnderung zwischen der Prodomane und der grof3en Untereinheit kommt. Ill: In der Folge
werden die grof3e Untereinheit und die Prodoméane voneinander gespalten. Die so entstandene reife aktive CASP-8 wird ins

Zytosol entlassen. Abbildung nach Chang et al. (92)

Die Procaspase-9 erfdhrt ihre Aktivierung downstream der Mitochondrien am Apoptosom,
einem aus Apaf-1 (apoptotic protease activating factor)-Heptameren bestehendem
Adapterprotein (93). Dieses wiederum bindet sieben Procaspase-9-Dimere, welche im
Zusammenwirken mit Cytochrom-c (CYT-C) in die aktiven Untereinheiten der CASP-9

prozessiert werden (93-95).
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Einmal aktiviert, entfalten die apikalen Caspasen ihre proteolytische Wirkung auf die
nachfolgenden Effektor-Caspasen kaskadenartig. So kommt es zu einer regelrechten, sich
selbst verstiarkenden, Caspasenkaskade. Dabei liberschneiden sich die beiden Reaktionsketten
einmal ausgehend von CASP-8 und einmal von CASP-9 bei der Aktivierung der
Effektorcaspase-3, welche wiederum downstream CASP-6 aktiviert. Aber auch das
antiapoptotische MCL-1 (s. Kap. 1.7. und 1.7.1.) kann ein Substrat der CASP-3, welche
normalerweise downstream der Mitochondrien (Abb. 4) in die Apoptoseexekution
eingebunden ist (96), sein.

Ein wichtiger Vorteil der Caspasen liegt in ihrer schnellen Verfiigbarkeit, da sie bereits fertig
prozessiert als Procaspasen in der Zelle jederzeit abrufbar sind. So konnte in HuH-7-Zellen
ein Spaltung der CASP-9, CASP-3 und CASP-6 innerhalb 30 Minuten selektiver
COX-2-Blockade mit SC-58635 belegt werden (45). Weiterhin erreichen die
Effektor-Caspasen iiber andersartige Zielproteine andere Zellorte, wie die Mitochondrien oder

den Nukleus. Somit sind Caspasen eine der wichtigsten Proteine in der Apoptoseexekution.

1.6. Der intrinsische Apoptosesignalweg fiihrt iiber die Mitochondrien

Die Mitochondrien sind von zwei jeweils spezialisierten Membranen, der &ufleren und der
inneren Mitochondrienmembran, umgeben. Zwischen beiden Membranen befindet sich der
Membranzwischenraum, die innere Membran begrenzt die Matrix. Die duflere Membran
enthilt das Transportprotein Porin, auch VDAC (voltage-dependent anion channel) genannt,
welches groBe Kandle durch die Lipiddoppelschicht bildet (97). Durch diese Kanédle kdnnen
Molekiile bis zu 5.000 Da oder kleine Proteine in den Membranzwischenraum transportiert
werden. Die meisten dieser Molekiile verbleiben im Zwischenraum, da sie die innere
Mitochondrienmembran nicht passieren konnen. Diese ist stark gefaltet und bildet sog.
"Cristae" (98, 99). Die zahlreichen Cristae ragen in den Innenraum, die Matrix, hinein. Ein
wesentlicher Bestandteil der Innenmembran ist Cardiolipin, ein Phospholipid bestehend aus
vier statt zwei Fettsduren, wodurch vor allem Ionen von der Matrix ferngehalten werden.
AuBerdem ist die Innenmembran iiber hoch spezialisierte Transportproteine nur selektiv
durchléssig fiir Stoffwechselmolekiile oder Substrate der Matrixenzyme (98).

Die Mitochondrien sind nicht nur {iber die Elektronentransportkette an der Bereitstellung von
ATP oder der Biosynthese weniger Stoffwechselproteine beteiligt, sondern auch an der
intrinsischen Apoptoseexekution (100). Liu et al. identifizierten das Elektronen iibertragende
CYT-C als ein entscheidendes zur Apoptose beitragendes Protein, welches vom

Membranzwischenraum ins Zytosol austritt (101). Dort trégt es mit Hilfe von ATP oder dATP
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(desoxy ATP) zur Oligomerisierung von APAF-1-Heptameren bei, welche wiederum das
Apoptosom bilden (93). Im Mitochondrium wurden fiir CYT-C entsprechend seiner Aufgabe
jeweils unterschiedliche Aufenthaltsorte gefunden. Ein Teil des CYT-C, welches nicht direkt
an der Elektronentransportkette beteiligt ist, liegt gebunden an Cardiolipin vor (102). Die
Voraussetzung fiir den CYT-C Ausstrom ist die Depolarisierung und Permeabilisierung der
Mitochondrienmembran. Gegenwértig wird der genaue Mechanismus des CYT-C Austritts
anhand verschiedener Modelle, welche sich zum Teil auch ergédnzen, diskutiert (s. Abb. 6).

Im ersten Modell ist die Aktivierung der proapoptotischen BCL-2-Familienmitglieder BAX
(BCL-2-associated X protein) und BAK (BCL-2-antagonist/killer) Voraussetzung flir den
CYT-C-Ausstrom. Dafiir wurde die Bildung von BAX/BAK-Kanélen in der AuBenmembran
der Mitochondrien postuliert (s. Kap. 1.7.2.). In der Folge 16st sich CYT-C aus seiner
Bindung mit Cardiolipin an der Innenmembran und verldsst durch den BAX/BAK-Kanal das
Mitochondrium (Abb. 6, Modell 1) (103).

< M" 1 < Modell 2

v

Zytosol

AuRenmembran

Membran-
zwischenraum

Innenmembran 2

Matrix H,0,
Niedermolekulare —» Anschwellen der Matrix,
geldste Substanzen Platzen der Membranen

Abb. 6: Modellvorstellungen der Permeabilisierung von Mitochondrienmembranen. Modell 1 geht von der Bildung eines
BAX/BAK-Kanals in der duBeren Membran aus. CYT-C 16st sich aus der Interaktion mit Cardiolipin (CL) und gelangt Gber den
Kanal ins Zytosol. Im Modell 2 bilden VDAC (voltage dependent anion channel) mit ANT (adenine nucleotide translocator) und
Cyp D (Cyclophilin D) den Membranporenkomplex PTPC (permeability membrane pore complex). Dieser erstreckt sich tber
beide Membranen und den Membranzwischenraum. Bei einer Zunahme von Ca®* oder ROS (reactive oxygen species) im
Zytosol 6ffnet sich PTPC fir niedermolekulare geléste Substanzen. In der Folge stromt H,O in das Mitochondrium nach, bis
schlieRlich durch den zunehmenden osmotischen Druck die Membranen platzen. Der CYT-C-Ausstrom ist die Folge. Abbildung
nach Garrido et al. (103).
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Eine andere Vorstellung geht von der Bildung des PTPC (permeability transition pore
complex) (104) aus (Abb. 6, Modell 2). Dieser Komplex besteht aus dem VDAC in der
AuBlenmembran, dem ANT (adenine nucleotide translocator) in der Innenmembran und
Cyclophilin D (Cyp D) in der Matrix (103, 105). Der Kanal wird bei einer zytosolischen
Zunahme von Ca®" und reactive oxygen species (ROS) fiir niedermolekulare geloste
Substanzen gedffnet. In der Folge stromt H,O osmotisch in die Matrix nach und die
Mitochondrien schwellen an. Durch den zunehmenden Druck platzen die Membranen, der
CYT-C-Ausstrom ist die Folge (104).

Ergidnzend zu den beiden Modellen wurde auch ein Zusammenwirken von BAX und ANT
bzw. PTPC berichtet (106). Beide Komponenten waren auflerdem nur gemeinsam in der
Lage, Kanidle in kiinstlichen Membranen zu bilden. Aber auch BAX und BAK kdénnen
zusammen mit PTPC einen Kanal bilden, was durch BCL-2 inhibiert werden konnte (104).
Moglicherweise trifft je nach Zellsystem oder dem jeweiligen Apoptosestimulus einmal das

eine, einmal das andere Modell oder eine Kombination beider Modelle zu (103).

1.7. Die Proteine der BCL-2-Familie beeinflussen die Mitochondrien in einem
komplexen Zusammenspiel

Obwohl sie der gleichen Familie angehdren, besitzen die Proteine der BCL-2
(b-cell-lymphoma-2)-Familie entweder eine pro- oder antiapoptotische Funktion. Die
BCL-2-Familienmitglieder zeichnen sich durch Sequenzhomologien zu vier unterschiedlichen
Domédnen des  BCL-2-Proteins aus. Diese Domidnen werden als BH
(BCL-2-Protein-Homolog) bezeichnet und in BH1, BH2, BH3 und BH4 unterschieden
(Abb. 7).

Die Proteine, die iiber alle Domidnen BH1 bis BH4 verfiigen, wirken antiapoptotisch. Dazu
gehoren z.B. BCL-2, BCL-Xp (b-cell-lymphoma x long) und MCL-1 (myeloid cell
leukemia-1). Sind dagegen nur, wie bei BAX und BAK, die BHI- bis
BH3-Dominen ausgebildet, fungieren die Proteine proapoptotisch. Aufgrund ihrer
verschiedenen konservierten Sequenzregionen wird diese Gruppe der proapoptotischen
Proteine auch als multidomain proteins (MDP) bezeichnet (107). Im Gegensatz dazu bildet
eine dritte Untergruppe der BCL-2-Proteine die BH3 only Proteine (BOP). Sie verfiigen nur
iiber die BH3-Doméne als Sequenzhomologie, und wirken gleichfalls proapoptotisch (108).
Vertreter dieser Gruppe sind beispielsweise BIM (bcl-2 interacting mediator of cell death)
und BID (BH3 interacting domain death agonist). Die BH3-Domine wird als Ligand fiir die
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Abb. 7: Schematische Darstellung und Klassifizierung einiger BCL-2-Familienmitglieder. Zu den antiapoptotischen
Proteinen werden diejenigen mit den Sequenzhomologien der BH1- bis BH4-Domanen gezahlt. Die proapoptotischen
BCL-2-Proteine verfiigen Uber die BH3-Domane, nicht aber Uber die BH4-Domane. Sie werden in MDPs, mit BH1- bis
BH3-Domaéne, und BOPs, nur BH3-Domane, unterteilt. TM Transmembrandoméane, BH BCL-2-Homolog, MDP multidomain
protein, BOP BH3 only protein, Abbildung maodifiziert nach Kuwana & Newmeyer (109).

Interaktion mit antiapoptotischen BCL-2-Proteinen oder den proapoptotischen MDPs benutzt.
Dabei blockieren BOPs vom Typ I die antiapoptotischen Proteine. BOPs vom Typ II wirken
sowohl als Antagonisten auf die antiapoptotischen BCL-2-Familienmitglieder, als auch als
Agonisten, indem sie die proapoptotische Wirkung der MDPs verstérken (107, 110) (Abb. 8).
BCL-2, BCL-X;, BAX und BAK verfligen auBlerdem iiber eine Transmembrandoméne
(Abb. 7). Diese ermoglicht BAX und BCL-2 die Interaktion mit Porenproteinen der
Mitochondrienmembran. Dabei werden die Poren entweder gedffnet (BAX) oder geschlossen
(BCL-2), was im unmittelbaren Zusammenhang mit der Anderung des Membranpotentiales ()

stehen konnte (111).
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Abb. 8: Funktionsweise der BCL-2 Familienmitglieder. BOPs vom Typ | blockieren die antiapoptotischen Proteine wie z.B.
BCL-2. BOPs vom Typ Il wirken sowohl als Antagonisten auf die antiapoptotischen Proteine als auch als Agonisten auf die
proapoptotischen MDPs. Die antiapoptotischen Familienmitglieder wiederum blockieren die MDPs. TM: Transmembrandomane,
BH: BCL-2-Homolog, MDP: multidomain protein, BOP: BH3 only protein. Abbildung modifiziert nach Reed (107).

Das Zusammenspiel der BCL-2-Proteine ist iiberaus vielfialtig und soll am Beispiel der
jeweiligen Vertreter (MCL-1, BAX und BID) aus den drei Untergruppen im Folgenden

erldutert werden.

1.7.1. MCL-1, ein antiapoptotischer Vertreter der BCL-2-Familie

Das antiapoptotisch wirkende MCL-1, lokalisiert in den Mitochondrien (112, 113), spielt eine
wichtige Rolle bei der Zellproliferation, Differenzierung und Tumorigenese. Dabei hat
MCL-1 vor allem eine Schliisselrolle beim Start des jeweiligen Programms und nimmt
weniger Einfluss auf diese Vorginge selbst (114). Nach Zytokinstimulierung wird
MCL-1-RNA schnell, d.h. innerhalb einer halben Stunde, hochreguliert und ist innerhalb von
einer Stunde auf Proteinebene nachweisbar (115).

Fiir MCL-1 wurden viele Regulationsebenen beschrieben. Die transkriptionelle Regulierung
erfolgt liber verschiedene Signalwege. Hierbei spielen unter anderem der MEK/ERK-Weg,
der Weg iiber PI3K/AKT oder auch iiber JAK/STAT eine wichtige Rolle (114). Speziell im
HCC ist die MCL-1-Expression abhidngig von PI3K/AKT und ERK (116). MCL-1 kann
aullerdem iiber alternatives Splicing posttranskriptionell reguliert werden. Hierbei entsteht
eine verkiirzte Form des MCL-1-Proteins, als MCL-1gatm oder MCI-1S bezeichnet, das nur

noch tliber die BH3-Domine verfiigt und somit eine proapoptotische Funktion iibernimmt
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(117, 118). Eine weitere Mdoglichkeit der Modifizierung und damit Einflussnahme auf die
Funktion von MCL-1 geschieht posttranslational {iber Phosphorylierung (119). Dabei erfiillen
verschiedene Phosphorylierungswege unterschiedliche Funktionen, die die antiapoptotische
Wirkung von MCL-1 sowohl verstirken als auch abschwichen konnen. Zuletzt spielt der
hohe turn-over eine wichtige Rolle in der Regulierung von MCL-1. Dabei wird das Protein
mit einer Halbwertszeit von einer halben Stunde bis drei Stunden abgebaut (113, 120).
Entscheidend fiir den schnellen Proteinabbau sind sog. PEST-Sequenzen. Dies sind
Proteinsequenzen bestehend aus zwolf oder mehr Aminoséuren, welche mindestens ein Prolin
(P), ein Glutamat (E) oder Aspartat sowie ein Serin (S) oder Threonin (T) enthalten.
Bemerkenswert ist die Fahigkeit von MCL-1 zur Gegenregulierung, wenn Apoptose
stimulierende Reize auf die Zellen einwirken. Dadurch wird zundchst die Zellvitalitat
gefordert. Erst in einem zweiten Schritt, wenn der Apoptose-Reiz weiter auf die Zelle
einwirkt, entscheidet sich das weitere Zellschicksal (121-123). So fordern zytotoxische
Stimulantien, wie z.B. Colchizin oder Etoposid, zunédchst die Induktion von MCL-1. (121,
124, 125) . Auch nach Bestrahlung kommt es zu einem raschen Anstieg (vier Stunden) der
MCL-1-mRNA in ML-1-Zellen (126).

Auf Proteinebene liegt MCL-1 gebunden in einem inaktiven Proteinkomplex mit
proapoptotischem BAK vor, welches mit seiner BH3-Doméne mit hoher Affinitdt an MCL-1
bindet (122, 127). Bei Stimulierung mit apoptoseauslosenden Reizen wird MCL-1
proteasomal abgebaut und dadurch BAK aus der Bindung mit MCL-1 herausgeldst (122,
123). Dabei ist die Zerstorung des BAK-MCL-1-Komplexes abhéngig von mitochondrialem
p53 (128). Durch die Herauslosung von BAK kann MCL-1 wiederum leichter iiber
Ubiquitinierung abgebaut werden. (122). MCL-1 kann auch als Substrat der CASP-3
proteolytisch gespalten werden (129-132). Durch die proteolytische Spaltung verliert MCL-1
seine antiapoptotische Funktion und wird proapoptotisch. Uber die CYT-C-Freisetzung
entsteht eine positive Riickkopplung (feedback loop), indem CASP-9 gespalten wird, welches
wiederum CASP-3 aktiviert, deren Substrat MCL-1 ist (129).
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1.7.2. BAX offnet die Poren der Mitochondrienmembran

BAX liegt in lebenden Zellen als inaktives Monomer im Zytoplasma oder locker an
Membranen gebunden vor. Durch apoptotische Signale wie z.B. Caspasenspaltung oder dem
Einfluss von p53 (133) erfihrt es eine Konformationsinderung. Dadurch wird die
BH3-Domine in eine exponente Lage gebracht, was zur Bildung von Homodimeren fiihrt.
Diese stabilisieren das Protein gegeniiber dem Abbau von Ubiquitin und translozieren an das
Mitochondrium (134, 135). Dort binden BH3 only Proteine wie z.B. BID direkt an BAX und
induziert dessen Oligomerisierung (136). Als homooligomerisiertes Multimer dringt es dann
in die duBere Mitochondrienmembran ein, wodurch in der Folge Poren gedffnet werden (108,
137). BAX ist aber auch in der Lage in direkter Interaktion mit VDAC diesen Kanal zu 6ffnen
(138). Fiir sehr viele Zell- und Apoptosesysteme ist die Aktivierung von BAX eine
entscheidende Voraussetzung zur Apoptoseexekution iiber die Mitochondrien. Beispielsweise
waren BAX defiziente Prostata- und Kolonkarzinomzellen deutlich weniger sensitiv flir die
Ceramid induzierte Apoptose als Wildtypzellen (139). Haufig wird BAX gemeinsam mit
BAK aktiviert. So waren BAX und BAK defiziente MEF-Zellen (mouse embryonic
fibroblasts) hoch apoptoseresistent, wihrend das Fehlen nur eines Proteins zu einer hdheren
Apoptose fithrte (140, 141).

Die proapoptotische Wirkung von BAX wird iiber die Heterodimerisierung mit BCL-2
blockiert. Die Bindung von BAX an BCL-2 und die Bildung von stabilen
BCL-2-Homodimeren kann blockiert werden, wenn das BAX-BCL-2-Verhiltnis zugunsten
von BAX verschoben wird. Dies wird beispielsweise mit Hilfe der Uberexpression von BAX,

induziert durch den Transkriptionsfaktor p53, erreicht (142, 143).

1.7.3. BID nimmt eine Sonderstellung als Vermittler zwischen extrinsischem und
intrinsischem Signalweg ein

BID, den BH3 only Proteinen zugehorig und proapoptotisch, ist in vitalen Zellen im
Zytoplasma lokalisiert. Dort dient es als Substrat der CASP-8 (144), welche am
DISC-Komplex der Todesrezeptoren aktiviert wird. Seine Wirkung jedoch entfaltet BID an
den Mitochondrien. Bei der proteolytischen Spaltung durch CASP-8 entsteht eine kleinere
Untereinheit von BID, truncated BID (tBID), welche 15 kDa schwer ist. In der Folge
transloziert tBID an die Mitochondrien und aktiviert dort BAX (88, 145). Dies geschieht iiber
die Bindung der BH3-Domine von tBID an BAX, wodurch BAX oligomerisiert wird, eine
Voraussetzung zur Offnung der Membranporen (146-148).
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Somit stellt BID ein Bindeglied zwischen extrinsischem und intrinsischem Signalweg dar.
Wird die Expression von BID blockiert, kann das Apoptosesignal, von den Todesrezeptoren
kommend, nicht mehr an die Mitochondrien weitergeleitet werden. Die extrinsisch
induzierten Apoptosesysteme, die von der Aktivierung der Mitochondrien abhéngig sind,
werden somit resistent. So waren BID defiziente MEF-Zellen gegeniiber TNFa induzierter
Apoptose und BID defiziente murine Thymozyten gegeniiber CD95-Ligand vermittelter
Apoptose resistent. AuBBerdem war diese Resistenz mit einer verminderten Depolarisation der

Mitochondrienmembran verbunden (149).

1.8. Die Todesrezeptoren vermitteln mit ihren korrespondierenden Liganden die
Apoptose extrinsisch

Uber die Todesrezeptoren wird Apoptose auf einem extrinsischen Weg weitergeleitet. Die
ganze Gruppe der Todesrezeptoren gehort zur TNF/neuronal growth factor (NGF)-Rezeptor
Superfamilie. Das kennzeichnende Merkmal dieser Rezeptoren sind extrazelluldre
Proteinsequenzen, die zwei bis fiinf Wiederholungssequenzen, sog. repeats, mit einem hohen
Cysteinanteil enthalten. Intrazelluldr verfligen sie iliber eine Todesdoméne (DD, death
domain), eine Sequenz aus ca. 80 Aminosédureresten, die zur Protein-Protein-Interaktion fihig
ist (150). Die Familie der korrespondierenden Liganden hat sich entsprechend in einer Ko-
Evolution mit den Rezeptoren entwickelt. Sie wird auch als TNF-Familie bezeichnet. Die
meisten Liganden kdnnen sowohl in l6slicher Form als auch membrangebunden auftreten.
Normalerweise sind die Todesrezeptoren in der Mehrzahl nicht membranstandig sondern im
System des Golgi-Apparates internalisiert. Dies wurde fiir cluster of differentiation
receptor 95 (CD95), auch unter dem Namen APO1- oder FAS-Rezeptor bekannt, (151, 152),
TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) receptor 1 und 2 (R1 und 2) (153, 154) und
TNF (155) gezeigt. Erst wenn die Rezeptoren aktiviert werden, z.B. durch das Eintreffen
eines Apoptosesignals, translozieren sie vom Golgi-Apparat zur Zellmembran. Der Vorgang
wird in der Literatur auch als trafficking bezeichnet.

Werden die Todesrezeptoren durch die Anlagerung ihrer entsprechenden Liganden
angesprochen, werden Adapterproteine an die Todesdoméne rekrutiert. Gemeinsam bilden die
Adaptermolekiile einen Komplex, der das Apoptosesignal letztendlich {iber die Spaltung von
CASP-8 weiterleitet. Es werden abhingig von den Rezeptoren zwei Komplexsysteme
unterschieden: CD95 und TRAIL-R1 und -R2 bilden die eine Gruppe (s. Kap. 1.8.2.),
TNF-Rezeptor 1 und 2, death receptor (DR) 2, DR6 und Ectodysplasin-Rezeptor (EDAR)
eine weitere (156) (s. Kap. 1.8.3.).
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1.8.1. Die Signalvermittlung an die Todesrezeptoren erfolgt parakrin und autokrin

Der extrinsische Signalweg wird normalerweise durch die Lymphozyten des Immunsystems
vermittelt. So induzieren beispielsweise T-Lymphozyten iiber die Anlagerung ihrer Liganden
an die entsprechenden Todesrezeptoren der Zielzellen, z.B. Tumorzellen, Apoptose. Die
Zellkommunikation findet dabei entweder {iiber membranstindige Liganden, also
kontaktabhéngig, statt, oder {iiber 16sliche Liganden (Zytokine). Diese extrazelluldren
Signalproteine induzieren Apoptose parakrin, d.h. sie erreichen innerhalb einer kurzen
Distanz die Zielzellen eines anderen Zelltyps.

Innerhalb der parakrinen Signalvermittlung wurde aber auch der umgekehrte Fall beschrieben.
Demnach exprimieren auch Krebszellen Liganden, welche sich nun ihrerseits an die Zellen
der Immunabwehr anlagern, was z.B. die Apoptose von T-Zellen auslost. Mit Hilfe dieses
Gegenangriffs schwichen Krebszellen das Immunsystem sehr zielgenau und verbessern somit
deutlich ihr eigenes Uberleben. O'Connell et al. beschrieben diesen Effekt fiir maligne
Kolonzellen. Diese exprimierten den Liganden selbst, womit sie in vitro Jurkat Zellen,
humane maligne T-Lymphozyten, angreifen konnten (157). Ein #hnlicher Mechanismus
wurde fiir Melanomzellen beschrieben. Indem der Tumor die Immunzellen attackierte, hatte
er selbst eine bessere Chance zur Proliferation (158). Dieses Phdnomen schlieft die
Moglichkeit ein, dass Tumorzellen selbst Liganden flir Todesrezeptoren exprimieren.

Von Friesen et al. wurde die Moglichkeit der autokrinen Signalvermittlung beschrieben (159).
Dabei sprechen die Liganden entweder die gleiche Zelle an oder Zellen des gleichen Zelltyps.
Dies ist fiir Untersuchungen interessant, in denen Monokulturen von Tumorzellen auf ihre
extrinsische Apoptosesignalvermittlung hin in vitro getestet werden. So wurde in einer reinen
Kultur von Hepatomzellen der extrinsische Signalweg {iber CD95 beschrieben (160). Dieser
wurde durch Bleomycin, ein Wirkstoff aus der Chemotherapie, induziert. Dabei exprimierten
die Tumorzellen in vitro verstirkt sowohl den CD95-Rezeptor als auch den CD95-Liganden.
Tietze und Kollegen publizierten ebenfalls die Hochregulierung dieses Rezeptorsystems
durch das Chemotherapeutikum Adriamycin (Doxorubicin) in HepG2- und HuH-7-Zellen
(29). Die Hochregulierung des Rezeptor-Liganden-Systems von CD95 wurde in
Hepatomzellen auch nach oxydativem Stress berichtet (161). In Neuroblastomzellen wurde

gleichfalls nach Behandlung mit Doxorubicin und Cisplatin das CD95-System aktiviert (162).
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1.8.2. Charakteristika der CD95 und TRAIL vermittelten Apoptose

CD95 und TRAIL-R1 und -R2 zeichnen sich durch die Bildung des DISC-Komplexes an den
zytoplasmatisch gelegenen DDs der Todesrezeptoren aus (150) (Abb. 9). Bei der Anlagerung
ihrer korrespondierenden Liganden werden die Rezeptoren zunéchst oligo- bzw. trimerisiert
(163, 164). Neben den dadurch gebildeten trimerisierten DDs der Rezeptoren sind die
wichtigsten Komponenten des DISC-Komplexes folgende Adapterproteine: FAS associated
via death domain (FADD) (165), FLICE like inhibitory protein rong/shore (FLIPyss),
Pro-CASP-10 und Pro-CASP-8. Die Komplexbildung ist fiir die Weiterleitung des
Apoptosesignals entscheidend. Eine herausragende Bedeutung kommt dabei der CASP-8 zu.
Durch die DISC-Bildung resultiert eine Protein-Protein-Interaktion von FADD mit
Pro-CASP-8, wodurch proteolytisch aktive Procasp-8-Dimere gebildet werden (92, 156). In
der Folge wird CASP-8 autoproteolytisch gespalten und auf diese Weise das Apoptosesignal
weitergeleitet. Durch die Aktivierung der CASP-8 wird im Anschluss der CD95-Rezeptor
internalisiert (166), moglicherweise um Nachbarzellen vor Apoptose zu schiitzen oder aber

um die DISC-Formierung weiter voranzutreiben (150).
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Abb. 9: DISC-Bildung am CD95-Rezeptor. Wird der CD95-Rezeptor durch Apoptosesignale angesprochen, bildet er
zunachst Homotrimere, wodurch die Anlagerung der ebenfalls trimerisierten Liganden an die Rezeptoren mdglich ist. Die
Komplexbildung erfolgt zusammen mit den Adapterproteinen FADD, FLIPs, Pro-CASP-10 und Pro-CASP-8. Durch die
Aktivierung der CASP-8 wird im Anschluss der CD95-Rezeptor internalisiert. Abbildung nach Peter und Krammer (150)
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1.8.2.1. Der CD95-Rezeptor leitet je nach Zelltyp zwei unterschiedliche Signalwege ein

Bei der Apoptose iiber CD95 konnen zwei Zelltypen, Typ I und Typ II unterschieden werden
(167). In Zellen vom Typ I, wie beispielsweise SKW (B-Lymphozyten)- und
H9 (T-Lymphozyten)-Zellen, wird eine grole Menge CASP-8 autoproteolytisch, durch die
Aktivierung des DISC-Komplexes, gespalten. Im Anschluss wird downstream die direkte
Aktivierung der CASP-3 bevorzugt und die Mitochondrien nur zu einem geringen Teil in den
Signalweg eingebunden. Dementsprechend kann in Typ I[-Zellen die Apoptose auch
unabhingig von der Aktivierung der Mitochondrien statt finden.

Dagegen liegt der Schwerpunkt der Apoptoseaktivierung bei Typ II-Zellen, wie Jurkat- und
CEM (Lymphoblasten)-Zellen, in der Aktivierung der Mitochondrien. Hierfiir reicht eine
geringere Aktivitdt des DISC-Komplexes und damit eine geringere Menge CASP-8 aus.
CASP-8 wiederum spaltet BID, welches das Apoptosesignal durch seine Translokation an die
Mitochondrien weiterleitet. In der Folge davon tritt eine starke Aktivierung der downstream

der Mitochondrien gelegenen Caspasen nach der CYT-C-Freisetzung auf (167).

1.8.3. TNF-Rezeptor vermittelte Apoptose

Die Apoptose iiber den TNF-Rezeptor unterscheidet sich von der CD95/TRAIL-Apoptose,
mit deren DISC-Bildung, grundlegend. Innerhalb der Todesrezeptoren nimmt der
TNF-Rezeptor eine Sonderstellung ein, da er in erster Linie proinflammatorische Signale
vermittelt, aber auch apoptotische Signale weiterleitet (168). Erst die Inhibition des
proinflammatorischen Transkriptionsfaktors nuclear factor kappa B (NFB) und dessen
Signalweg ermoglicht dem TNF-Rezeptor die Ausiibung seiner apoptotischen Funktion
(169-171) (Abb. 10).

Analog zu den CD95- und TRAIL-Rezeptor-Ligand-Systemen wird sowohl der TNF-Ligand
als auch sein korrespondierender Rezeptor homotrimerisiert. Vorzugsweise bindet dabei der
16sliche Ligand an den TNF-R1 und der membranstindige Ligand an TNF-R2, aber auch die
umgekehrte Bindung ist moglich (168). Bei Anlagerung des TNF-Liganden an den Rezeptor 1
bilden diese zusammen mit anderen Faktoren den Komplex I an der Zellmembran (Abb. 10).
Dazu gehoren receptor interacting protein (RIP), TNF receptor (R)1-associated death domain
(TRADD) und der TNFR associated factor (TRAF).

Unmittelbar danach wird der Komplex modifiziert und durch Endozytose internalisiert. Jetzt

transloziert dieser Komplex weg von der Membran ins Zytosol, wo er zusammen mit



1. Einleitung 21

ProCASP-8 und -10, sowie FADD und FLIP s einen neuen Komplex II, das sog.
"TRADDosom" (156) bildet (Abb. 10). Erst dieser Komplex ermoglicht die Aktivierung der
CASP-8. Statt der Komplex II-Bildung kann iiber den Komplex I mittels Aktivierung des
NF«kB-Weges eine antiapoptotische Richtung eingeschlagen werden (Abb. 10). Dafiir wird bei
der Bildung des Komplex II FLIPy, ein Inhibitor fiir CASP-8, rekrutiert. Eine Voraussetzung,
damit die Apoptoseexekution stattfinden kann, ist also die Mutation bzw. Inhibition von
NF«B (172). So war in den Hepatomzellen HepG2 und HuH-7 die Apoptose durch TNFa nur
moglich, wenn NF«B blockiert wurde. Um dieses Ziel zu erreichen, wird sehr héufig

Cycloheximid eingesetzt (29, 30, 173).
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Abb. 10: Die TNF-R1 mediierte Apoptose erfolgt liber die Bildung von Komplex | und Komplex Il. Analog zu CD95 und
TRAIL werden Rezeptor und Ligand zunéchst trimerisiert. Nach Anlagerung des TNF-Liganden bildet sich der Komplex |
gemeinsam mit TRADD, RIP1 und TRAF2 an der Membran. Nun sind zwei Méglichkeiten offen: das Uberleben der Zelle, wenn
NFB von Komplex | aktiviert wird, oder die Apoptoseexekution mit Bildung des Komplex Il. Im letzten Fall werden TNF-R1,
TRADD und RIP1 modifiziert (sichtbar als schwarze Raute), wodurch die Verbindungen an den DDs getrennt werden. Der
Rezeptor verbleibt an der Membran, wo er internalisiert wird, der andere Teil des Komplex | mit TRADD, RIP1 und TRAF2
wandert in Zytosol. Dort bildet sich durch die Anlagerung von FADD (iber die DDs, CASP-8 und CASP-10 der Komplex Il. Uber
die Spaltung der CASP-8 wird das Apoptosesignal weitergeleitet. Abbildung nach Micheau und Tschopp (172)
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1.9. p53 ist ein wichtiges Tumorsuppressorgen

Das p53-Gen, benannt nach dem Molekiilgewicht des codierten Proteins, ist das wichtigste
bekannte Tumorsuppressorgen. In ca. 50 % der Tumoren wird p53 blockiert, nicht aktiviert,
oder ist mutiert, was im konkreten Fall eine schlechtere Prognose flir Tumorpatienten
bedeutet (174, 175). Tumorsuppressorgene konnen im Bedarfsfall, z.B. bei DNA-Schidigung,
den Zellzyklus stoppen, die Replikation und damit die Zellteilung blockieren, aber auch direkt
den gerichteten Zelltod (Apoptose) einleiten. Ist die Funktion von p53 gestort, wachsen
geschidigte Zellen unkontrolliert weiter. P53 zdhlt innerhalb der Transkriptionsfaktoren zu
der Gruppe der Genregulatorproteine, die mit Hilfe entsprechender Strukturmotive direkt an
die DNA binden und damit DNA-Sequenzen ablesen konnen. Diese Strukturmotive sind unter
anderem aus o-Helices bestehende Helix-Turn-Helix-Motive, die zu den einfachsten und
haufigsten DNA bindenden Motiven zdhlen. Das Zinkfinger-Motiv besteht nicht nur aus
Aminosduren in der o-Helix-Struktur, sondern besitzt ein oder mehrere Zinkionen als
Strukturkomponente. B-Faltblattstrukturen kdnnen ebenfalls DNA erkennen. P53 verfiigt tiber
eine Reihe fiir Genregulatorproteine typischer Strukturkomponenten wie B-Faltblatt- und
Zinkfingermotiv, mit denen es direkt an die DNA bindet (176). Die Oligomerisierung des
Proteins zu einem stabilen Tetramer ist ein wichtiger Schritt bei der Aktivierung von p53.
Zwei p53-Monomere lagern sich zunéchst antiparallel mit je einem B-Faltblatt und der
a-Helix-Doméne zu einem Dimer zusammen. Zwei Dimere schlieBen sich zu einem Tetramer,
indem sie sich nun parallel iiber die Tetramerisierungsdomdnen der [-Faltblatt und
a-Helix-Struktur zusammenlagern (177, 178).

Interessanterweise aktiviert p53 als Transkriptionsfaktor sein sich inhibierendes und
degradierendes Protein MDM2 (mouse double minute clone 2) in einem autoregulatorischen
Feedbackloop (179). Synthetisiertes MDM2 bindet an p53, wodurch p53 ubiquitiniert und
anschlielend proteolysiert wird. Die p53-Konzentration nimmt dadurch ab, wodurch weniger
mdm2-Gen abgelesen und transkribiert wird. Weniger MDM2-Protein erlaubt nun wiederum
die Anreicherung von p53. Der Kreis schlie3t sich, wenn ausreichend p53 vorhanden ist, das
die Transkription von mdm2 verhindert.

Normalerweise ist pS3 in der Zelle inaktiv und wird, wenn die Zellen gestresst oder
geschddigt werden, liber unterschiedliche Signalwege aktiviert. Je nach Art der Schidigung
bzw. des stressauslosenden Ereignisses wird p53 in hohen Konzentrationen stabilisiert,
wodurch es zum Zellzyklusarrest kommt oder Apoptose eingeleitet wird (180). Neben der

Tetramerbildung tragen eine Reihe weiterer Modifizierungen wie (De-) Phosphorylierung,
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(De-) Acetylierung und (De-) Ubiquitinierung (181) von p53 wesentlich zur Stabilisierung
des Proteins bei. Da p53 an zentraler Stelle wichtige Signalwege zusammenfiihrt, welche von
dort weiter gesteuert werden, wird es aufgrund seiner zentralen Position auch als
"Wichter des Genoms" (182) bezeichnet.

P53 mediierte Apoptose nimmt Einfluss auf die Todesrezeptoren wie CD95 (FAS) und
TRAIL. So blockiert inaktives p53 die Hochregulierung von CD95 (183), aktives p53
transaktiviert den TRAIL-Rezeptor (184). Aufgrund seiner Funktion als Transkriptionsfaktor
ist p53 im Nukleus lokalisiert. Dort dient es der Regulation einer Reihe von proapoptotischen
Genen, wie noxa (lat. "Schaden"), p53 upregulated modulator of apoptosis (puma) und — wie
fiir das Osteosarkom gezeigt wurde — apaf-1 (185). Auch das proapoptotische, zur
BCL-2-Familie gehdrende humane bax-Gen besitzt eine Bindungsdoméne fiir p53 (186). In
wenigen bekannten Fillen wurde p53 auBerhalb des Zellkerns bei Apoptoseinduktion
gefunden, indem es durch Translokation an die Mitochondrien direkten Einfluss dort ausiibt
(187, 188). Yamaguchi et al. berichteten auBlerdem {iber die von p53 beeinflusste
Konformationsinderung von BAX im Zytoplasma bzw. infolge der BAX-Translokation im

Mitochondrium (133).

1.10. Der Einsatz von Chemotherapeutika — eine klinische Anwendung der
Apoptose

Chemotherapeutika werden je nach ihrem Wirkmechanismus in unterschiedliche Klassen, wie
z.B. Antimetaboliten, DNA-Polymerase-Inhibitoren, Topoisomerase-Inhibitoren, eingeteilt.
Zu den Antimetaboliten zdhlen Pyrimidin-Antagonisten (z.B. Fluoruoracil) und Folsdure-
Antagonisten (z.B. Methotraxat). Eine weitere Gruppe greift die DNA iiber Alkylierung
(Mitomycin, Cisplatin, Cyclophosphamid) oder Interkalation (z.B. Mitoxantron, Doxorubicin)
an. Andere inhibieren die DNA-Polymerase (z.B. Bleomycin) oder die Topoisomerase II (z.B.
Etoposid) (189). Die Folge ist neben den aufgezéhlten zytostatischen Funktionen zumeist
Apoptose (190), welche iiber das CD95-System in Abhédngigkeit von Wildtyp p53 (WTp53)
vermittelt wird (159, 160, 162, 189, 191). Obwohl Krebszellen genetisch instabil sind und
sich durch hohe Teilungsraten auszeichnen, konnen sie in der Regel durch Zytostatika nicht
selektiv angegriffen werden. Die daraus resultierenden Wirkungen in gesunden Zellen
belasten die Patienten durch erhebliche Nebenwirkungen. Ein weiterer erheblicher Nachteil
der Chemotherapie ist die Resistenz vieler Krebsarten gegen die induzierte Apoptose (13), die
ja entgegen der Natur der entarteten Zelle gerichtet ist. Auch im HCC, respektive in
Hepatomzelllinien, ist eine Resistenz gegen Chemotherapeutika bekannt (29, 116, 192-195).
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Die molekularen Grundlagen der Apoptoseresistenz sind ldngst nicht alle aufgedeckt, einige
aber bekannt, welche auch Gegenstand der vorliegenden Arbeit sind. Hierzu zdhlen unter
anderem p53-Mutationen (s.0.), eine verstirkte COX-2-Expression (59, 196-198) oder die
Erhohung der MCL-1-Expression (116), welche wiederum eine Folge eines hohen

COX-2-Status sein kann (196, 199).

1.11. Beschreibung der ausgewiihlten Zelllinien

Stellvertretend fiir das HCC wurden die Experimente der vorliegenden Arbeit an den zwei
HCC-Zelllinien HepG2 (200) und HUH-7 (201) durchgefiihrt. Diese Zelllinien sind aufgrund
ithrer hohen COX-2-Expression (45) gut geeignet flir Experimente zur Inhibition der COX-2
und deren Auswirkungen auf das apoptotische Geschehen in den Zellen. Dagegen
unterscheiden sich HuH-7- und HepG2-Zellen in ihrem p53-Status erheblich: Wihrend
HepG2-Zellen iiber WTp53 verfiigen, wurde in HuH-7-Zellen eine Punktmutation in
Codon 220 (Exon-6), wodurch Tyrosin durch Cystein ersetzt wird (202), beschrieben (203).
Da Exon 6 in der sequenzspezifischen DNA-Bindungsdoméne (176) liegt, verliert das
mutierte p53 seine DNA-Bindungseigenschaften (176) und damit eine wichtige Funktion
seiner Tumorsuppressorwirkung. Trotzdem befindet sich der p53-Status auf hohem Niveau
aufgrund einer erhohten Halbwertszeit des Abbaus von p53, welche wiederum als Folge der
genannten Mutation angesehen werden kann (55, 203). Von anderen Karzinomarten wie z.B.
den squamosen Kopf- und Halskarzinomen (HNSCCs) ist ebenfalls eine Korrelation von
mutiertem p53 und erhohtem COX-2-Status bekannt (204). Der Gehalt von wildtypisch
transkriptionell aktivem p53 in HepG2-Zellen wurde dagegen als gering beschrieben (160).
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1.12. Zielsetzung der Arbeit

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Untersuchung der in Frage kommenden apoptotischen
Signalwege nach spezifischer COX-2-Inhibition im HCC. Mit Hilfe dieser Kenntnisse sollte
eine moglichst effektive Therapiemoglichkeit fiir das HCC in Kombination mit NSARs
herausgearbeitet werden konnen. Stellvertretend fiir das HCC wurden die Arbeiten an aus
HCC generierten Hepatomzelllinien HepG2 und HuH-7 mit unterschiedlichem p53-Status
(WT und mutiert) zum Vergleich durchgefiihrt. Als spezifischer COX-2-Inhibitor wurde das
NSAR, SC-58635, verwendet. Dabei wurden folgende Schwerpunkte gesetzt:

Die Charakterisierung der Apoptoseexekution im HCC nach selektiver
COX-2-Blockade. Dabei sollte die Zellvitalitit, die spezifische Apoptose und die
funktionelle Beteiligung der Caspasen beriicksichtigt werden.

Die Darstellung der intrinsischen — iiber die Mitochondrien vermittelten — Apoptose.
Hierbei sollten zuerst allgemeine Charakteristika einer mitochondrial vermittelten Apoptose,
wie die Depolarisierung der Mitochondrienmembran und die Freisetzung von CYT-C
ermittelt werden. Des weiteren lag der Schwerpunkt der Untersuchungen auf der Aktivierung

der Mitochondrien aufgrund der Mitwirkung von Mitgliedern der BCL-2-Familie.

Die Untersuchung der extrinsischen Apoptose iiber die Todesrezeptoren. Zunichst sollte
eine Beteiligung des extrinsischen Signalweges iliber die Abhingigkeit der Apoptose von
FADD, dem Adapterprotein fiir den DISC-Komplex und Komplex II, gekldrt werden. Weitere
Analysen zur Expression der Todesrezeptoren an der Zelloberfliche und zur Sensitivierung
der Rezeptorsysteme durch SC-58635 sollten die Beteiligung von CD95, TNF-R1, TRAIL-R1
und -R2 nach selektiver COX-2-Blockade kliren.

Die Beschreibung von apoptotischen Effekten in den Hepatomzellen bei der
Kombination von SC-58635 mit herkommlichen Chemotherapeutika. Hierbei war von
besonderem Interesse, ob in der Kombination mit SC-58635 die Dosis von
Chemotherapeutika reduziert werden kann. Weiterhin sollte im Vergleich mit primédren
Hepatozyten (PHH) getestet werden, ob diese Behandlung selektiv flir die Hepatomzellen ist.
Weiterhin  sollte die Beteiligung des extrinsischen Signalweges wihrend der

Kombinationsbehandlung untersucht werden.
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2.1. Material

2.1.1. Chemikalien, Bioreagenzien, Kits

Acrylamid 30%

Ameisenséaure 85%

Ampicillin Natriumsalz

Aprotinin

APS

Bleomycin

Caspase 3-Inhibitor I, Z-DEVD-FMK
Caspase 8- Inhibitor II, Z-IETD-FMK
Caspase 9-Inhibitor I, Z-LEHD-FMK
Caspase-3 Fluorometric Assay
Caspase-8 Fluorometric Assay
Caspase-9 Fluorometric Assay
CHAPS 10x

Chemiluminescense Detection Kit
Cycloheximid

DAB Kit / POX

DAPI

DiOCs(3)

DMEM Grundmedium (4,5 g/l Glukose)
DMSO

Doxorubicin

DTT 200x

EDTA

EGTA

FCS (hitzeinaktiviertes fetales Kalberserum)
FuGENE 6 Transfection Reagent
Gentamycin (10 mg/ml)

Glycin

Glykogen

Ham F12

HBSS Salzlésung gepuffert

HCI

Heparin (5.000 U/ml)

Hepes Puffer 1M

Histoacryl W Gewebekleber
Hydro-Cortison (4,85 mg/ml)
Hydrogenperoxidase

Insulin (Zn2*-Komplex)

Isopropanol

JC-1

Kanamycin

Kollagen R, Typ |

Leupeptin

L-Glutamin (200 mM)

Mayer's Hamalaun

MEM Grundmedium

Methanol

MgCl,

Mitoxantron

MTT

Natrium Citrat
Pan-Caspase-Inhibitor, Z-VAD-FMK
PBS Dulbecco’s

PCR Puffer 10x

Penicillin G (10.000 U/ml)

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Cell Pharm GmbH, Hannover

Calbiochem GmbH, Darmstadt
Calbiochem GmbH, Darmstadt
Calbiochem GmbH, Darmstadt

R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA
R&D Systems, Inc., Minneapolis, MN, USA
Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Molecular Probes, Eugene, OR

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Pfitzer Pharma GmbH, Karlsruhe

Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Biochrom AG, Berlin

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

B. Braun AG, Melsungen

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Serva Electrophoresis GmbH, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Merck KGaA, Darmstadt

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Carl Roth GmbH, Karlsruhe

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Wyeth Pharma GmbH, Munster
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Bachem GmbH, Weil am Rhein

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
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Penicillin G 10.000 U/ml-Streptomycin 10 mg/ml
PGE;

PMSF

Propidiumjodid

BC Assay zur Proteinbestimmung
Proteinase Inhibitor Cocktail (SPI) 100x
Proteinase Inhibitor Cocktail 50x
Proteinase Inhibitor Cocktail 50x
SeeBlue Plus2 Pre-Stained Standard
RPMI-1640 Grundmedium
SC-58635 (Celebrex®)

SDS

Streptomycin 10 mg/ml

Sucrose

TEMED

TransFectin

Tris

Triton X-100

Trizol

Trypsin-EDTA

TWEEN 20

Vectastain Elite ABC Kit
Williams-Medium E

Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Bio-Rad, Hercules, CA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Roche Diagnostics GmbH, Mannheim
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Amersham Buchler GmbH & Co KG, Braunschweig
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Pfizer, New York, USA

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Carl Roth GmbH, Karlsruhe

BioRad , Hercules, CA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Invitrogen GmbH, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.1.2. Immunreagenzien, Proteine, Inhibitoren

anti-Apo-1, 1I9G3, k-Antikdrper, monoklonal
anti-p53 (DO-1)-Antikorper

Aprotinin

BAX Antikérper

BID Antikorper

BSA

CASP-8 Antikorper

COX-2 Antikorper fur Immunzytologie
COX-2 Antikorper fur Western-Blotanalyse
CYT-C Antikorper

Cytochrom-c Oxidase Antikorper

DDT 200x

goat-F(ab),- anti-mouse-Biotin fur Durchflusszytometrie
Goat anti-rabbit biotinyliert fir Immunzytologie
Humaner leucinzipper [LZ] TRAIL
Humanes TNF-R1-Fc

Leupeptin

MCL-1 Antikérper

PIPES

PMSF

Ponceau S-Ldsung

Protein A

Streptavidin-PE flr Durchflusszytometrie
TNFa

TRAIL-R2-Fc

Zweitantikorper anti-mouse 1gG
Zweitantikorper anti-mouse 1gG1
Zweitantikorper anti-rabbit IgG
Zweitantikorper anti-mouse 1gG2a

B3-Aktin Antikérper

3-Tubulin Antikdrper

freundliche Gabe Dr. H.P. Krammer, DKFZ Heidelberg
BD Biosciences, PharMingen, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Cell Signaling Technology, Beverly, MA USA

Cell Signaling Technology™, Beverly, MA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
freundliche Gabe von Labor P. Krammer, DKFZ Heidelberg
Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA
BD Transduction Laboratories™, Heidelberg

BD Transduction Laboratories™, Heidelberg
Molecular Probes, Eugene, OR, USA

Cell Signaling Technology, Beverly, MA, USA
Southern Biotechnology Associates, CA, USA
DAKOCytomation, Glostrup, Danemark

Apogenix GmbH, Heidelberg

Apogenix GmbH, Heidelberg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen

Santa Cruz Biotechnology, Inc., Santa Cruz, CA, USA
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Pharmingen, Hamburg

Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
freundliche Gabe Dr. H. Walczak, DKFZ Heidelberg
Cell Signaling Technology™, Beverly, MA, USA

BD Transduction Laboratories™, Heidelberg

Cell Signaling Technology™, Beverly, MA, USA

BD Transduction Laboratories™, Heidelberg
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Taufkirchen
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2.1.3. Primer, Nukleotide

BGH reverse Primer
5'd[TA GAA GGC ACA GTC GAG G]3' Invitrogen GmbH, Karlsruhe

cDNA fiir MCL-1 Uberexpression
pEF4-mcl-1 freundliche Gabe von Dr. med. H. Schulze-Bergkamen und

pEF4-Leervektor Dipl. Biol. B. Fleischer, Innere Med. |, Uni-Klinik Mainz
siRNA Sequenzen fiir mcl-1
5'-aaguaucacagacguucucTT-3' (sense) MWG Biotech, Ebersberg

5'-TTuucauagugucugcaagag-3' (antisense) MWG Biotech, Ebersberg

siRNA Sequenzen fiir gfp

5'-ggcuacguccaggagcgcaccTT-3' (sense) MWG Biotech, Ebersberg
5'-TTccgaugcagguccucgegugg-3' (antisense) MWG Biotech, Ebersberg
T7-Primer

5'd[TA ATA CGA CTC ACT ATA GGG]J3' Invitrogen GmbH, Karlsruhe

2.1.4. Adenovirale Konstrukte

Der adenovirale Transfervektor pACCMV.PLPASR, beschrieben von Bradham et al. (205),
hat einen Cytomegalieviruspromoter (CMV), der Polylinker verfiigt auBerdem tiber zahlreiche
Schnittstellen. Diese sind von 5' nach 3": Eco RI, Kpn I, Bam H I, Xba I, Sal I, Hind III. Das
fadd A™-Molekiil wurde {iber die Schnittstellen Kpn I und Xba I in den adenoviralen Vektor,
welcher in HEK 293-Zellen vermehrt wurde, eingebracht. Abbildung 11 =zeigt das

Grundgeriist des Vektors mit weiteren Restriktionsschnittstellen.

Polylinker

CMV-Promoter SV40-PolyA
N Yaied

2
Ad5 Sequenz-1

Ampicillinresistenz und Ori

Abb. 11: Restriktionskarte des adenoviralen Vektors pACCMV.PLPASR. Der Polylinker verfigt auRerdem uber die
Schnittstellen Eco RI, Kpn |, Bam H |, Xba I, Sal I, Hind Ill. FADD A" wurde Uber Kpn | und Xba | in den Vektor einkloniert.

Die fadd-Mutantenform entspricht dem AU1-NFD-4-Molekiil, welches von Chinnaiyan et al.
(165, 206) beschrieben wurde und von Bradham et al. in einen Adenovirus eingebaut wurde
(205). Die mutante Form beginnt bei Aminosdure 80 und endet, wie die WT-Form, bei

Aminosdure 208 (Abb. 12).



2. Material und Methoden 29

A
b——— DEDomine —
+=— DDoméne —
DPFLV
111117 208
FADD A-
DDFEA (NFD-4)
B
T7-Primer:

5'CTTGGTACCATGGACACATACCGCTACATUGACGACTTCGAGGCGGGGGCGGCGGCCGGGGCCGCGCCTGGGG
AAGAAGACCTGTGTGCAGCATTTAACGTCATATGTGATAATGTGGGGAAAGATTGGAGAAGGCTGGCTCGTCAGC
TCAAAGTCTCAGACACCAAGATCGACAGCATCGAGGACAGATACCCCCGCAACCTGACAGAGCGTGTGCGGGAG
TCACTGAGAATCTGGAAGAACACAGAGAAGGAGAACGCAACAGTGGCCCACCTGGTGGGGGCTCTCAGGTCCTG
CCAGATGAACCTGGTGGCTGACCTGGTACAAGAGGTTCAGCAGGCCCGTGACCTCCAGAACAGGAGTGGGGCCA
TGTCCCCGATGTCATGGAACTCAGACGCATCTACCTCCGAAGCGTCCTGAGGATCCTCGAGCATGCATCTAGAGGG
CCCTATTCTATAGTGTCACCTAAATGCTAGAGCTCGCTGATCAGCCTCGACTGTGCCTTCTAGTTGCCAGCCATCTGT
TGTTTGCCCCTCCCCCGTGCCTTCCTTGACCCTGGAAGGT3'

BGH reverse Primer:

5'CTCTAGCATTTAGGTGACACTATAGAATAGGGCCCTCTAGATGCATGCTCGAGGATCCTCAGGACGCTTCGGAGGT
AGATGCGTCTGAGTTCCATGACATCGGGGACATGGCCCCACTCCTGTTCTGGAGGTCACGGGCCTGCTGAACCTC
TTGTACCAGGTCAGCCACCAGGTTCATCTGGCAGGACCTGAGAGCCCCCACCAGGTGGGCCACTGTTGCGTTCTC
CTTCTCTGTGTTCTTCCAGATTCTCAGTGACTCCCGCACACGCTCTGTCAGGTTGCGGGGGTATCTGTCCTCGATGC
TGTCGATCTTGGTGTCTGAGACTTTGAGCTGACGAGCCAGCCTTCTCCAATCTTTCCCCACATTATCACATATGACG
TTAAATGCTGCACACAGGTCTTCTTCCCCAGGCGCGGCCCCGGCCGCCGCCCCCGCCTCGAAGTCGTCGATGTAG
CGGTATGTGTCCATGGTACCAAGCTTGGGTCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGATAAGCCAGTAAGCAGTGG
GTTCTCTAGTTAGCCAGAGAGCTCTGCTTATATAGACCTCC3'

Abb. 12: Beschreibung des FADD A'-Molekiils auf Protein- und DNA-Ebene. A: Schematische Darstellung des
WT-FADD-Proteins im Vergleich zu FADD A'. DED: death effector domain, schraffiert. DD: death domain, grau unterlegt.
Aminosauresequenz DPFLV: Asparaginsaure, Prolin, Phenylalanin, Leucin, Valin. Aminosauresequenz DDFEA: Asparagin,
Asparagin, Phenylalanin, Glutaminsaure, Alanin. Abbildung nach Chinnayan et al. (206). B: DNA-Sequenz fur FADD A". Oben:
Sequenzierung mit T7-Primer. Unten: Sequenzierung mit BGH reverse Primer. Die codierende Region fir das

FADD A'-Molekill (fett gedruckt) beginnt bei Aminosaure 80, Asparaginsaure.

Der Adenovirus mit dem eingebauten fadd A’-Konstrukt war eine freundliche Gabe von
Prof. Ch. Trautwein, Innere Medizin III, Universitatsklinikum Aachen.

Zur Kontrolle wurde ein replikationsdefizienter adenoviraler Vektor (rAd.RSVB-Gal) mit
einem Typ5-Adenovirusgenom verwendet. Das lac-z-Gen, welches das Enzym B-Gal kodiert,
wird durch den Promoter Rous sarcoma virus (RSV) kontrolliert (207). Der
Ad B-Gal-Kontollvirus war eine freundliche Gabe von PD Dr. K. Brand, Pathologisches

Institut, Universitdtsklinikum Heidelberg.
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2.1.5. Eukaryonte Zellen

2.1.5.1. HepG2, Hepatoblastomzellen

Die HepG2-Linie wurde von der American Type Culture Collection (ATCC), Manassas, VA,
USA, bezogen. Sie stammt vom humanen Hepatoblastom und wurde von Aden et al.
beschrieben (200). HepG2-Zellen zeichnen sich durch die Expression von WTp53 aus (160,
208). Kultiviert wurden die Zellen in DMEM-Medium.

2.1.5.2. HuH-7, Hepatoblastomzellen

Die HuH-7-Zelllinie stammt von der Japan Health Science Foundation, Osaka, Japan. Die
Zellen wurden aus dem HCC eines 57 Jahre alten Patienten etabliert (201). Die Zelllinie
wurde in DMEM-Medium kultiviert.

2.1.5.3. T47D, Mammakarzinomzellen

T47D-Zellen wurden von ATCC (s.0.) bezogen. Die Zelllinie, isoliert und beschrieben von
Keydar et al, wurde aus dem duktalen Mammakarzinom generiert (209). Die Zellkultur wurde

in RPMI-Medium durchgefiihrt.
2.1.5.4. HEK 293-Zellen

HEK 293 wurde von Graham et al. charakterisiert (210) und stammen von fotalen

Nierenzellen ab. Die Zellkultur erfolgte in MEM-Medium

2.1.6- Medien fiir die Zellkultur

Medium fiir HepG2- und HuH-7-Zellen

DMEM-Grundmedium 500 ml
Gentamycin (10 mg/ml) 5ml
FCS 50 ml
T47D-Medium

500 ml

RPMI Grundmedium
Penicillin G 10.000 U/ml-Streptomycin 10 mg/ml 5ml
FCS 50 ml
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PHH-Medium

Williams-Medium E 500 ml
L-Glutamin (200 mM) 5,6 ml
Glukose (5%) 6 ml
HEPES (1M) 11,5ml
Penicillin G 10.000 U/ml-Streptomycin 10 mg/ml 5,6 ml
Gentamycin 10 mg/ml 5ml
Hydro-Cortison (4,85 mg/ml) 0,5 ml
Insulin (285 pg/ml) 1,4 ml
DMSO 8,7 ml

2.1.7. Puffer und Losungen fiir molekularbiologische Untersuchungen

Blockierungspuffer
PBST 1x
Magermilchpulver 5%

Blockierungspuffer 1 fiir Inmunzytologie

PBS
Triton-X 0,3 % (V)
Magermilchpulver 5% (W)

Blockierungspuffer 2 fiir Inmunzytologie

PBS
Triton-X 0,3 % (V)
Magermilchpulver 2% (W)

DAPI-Stamml6sung
H.O
DAPI 1 mg/ml

DAPI-Arbeitslésung
Methanol
DAPI-Stammldsung 1:1.000

DiOCs(3)-Lésung
PBS
DiOCs(3) (4 uM in DMSO) 40 nM

Loésung fiir Formazankristalldetektion
Isopropanol
Ameisensdure 5%

JC-1 Lésung
DMSO
JC-1 1mg/ml

MTT-L6sung
PBS
MTT 5 mg/mi

Nicoletti- Puffer

Triton X-100 0,10 %
Na-Citrat 0,10 %
Propidiumjodid 30 pg/ ml
PBS 20x

NaCl 2,74 M
KCI 2,7 mM
Na,HPO, 10,14 mM
ad 800 ml

pH 7,4 einstellen
ad 1000 ml
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PBST
PBS (20x, pH 7,4)
TWEEN 20

Probenpuffer 5x fiir Gelelektrophorese
Glycerol (99 %)

SDS

Bromphenolblau

3-Mercaptoethanol

ad H,O

Puffer 1 fir enhancend chemiluminescence (ECL)
Tris-HCI (pH 8,5)

p-Cumarinsaure (90 mM)

Luminol (250 mM)

Puffer 2 fiir ECL
Tris-HCI pH 8,5
H.0: (30 %)

Puffer fiir Gesamtproteinlysate

DTT (200x)

Chaps (10x)

Proteinaseinhibitorcocktail (50x, Sigma)
Ad H,O

Puffer fiir mitochondriale Proteinlysate
Sucrose (1 M)
Hepes (200 mM)
KCI (100 mM)
MgCl, (15 mM)
EDTA (10 mM)
EGTA (11 mM)
DTT (1 M)

PMSF (200 mM)
Aprotinin (1,54 mM)
Leupeptin (10 mM)

TBS 10x

Trizma

NaCl

ad 800 ml

pH 7,6 einstellen
ad 1000 ml

TBST
TBS (10x)

TWEEN 20

Triton Puffer

Tris-HCL (1,5 M u. pH 7,4)
NaCl (4 M)

Glycerin

Triton X-100 (10%)

EDTA (500 mM)

SPI Proteinaseinhibitorcocktail (100x)
PMSF (100 mM)

NaVO, (200 mM)

NaF (500 mM)

ad H,O

1x
0,1%

50 %
15 %
0,0025 %
25%

0,1 M
0,4 mM
2,5mM

0,1M
0,055 % (V)

250 mM
20 mM
20 mM
1,5 mM

1mM
2 mM
1mM

0,1 mM

1,232 uM
4,2 uM

200 mM
1,37 M

1x
0,1%

20 mM
137 mM
10% (V)

1% (V)

2 mM
1x
1mM

0,4 mM

10 mM
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Western-Blot-Laufpuffer
Glycin

Triszma

SDS (10 %)

ad H,O

Western-Blot-Transferpuffer
Glycin

Triszma

SDS (10 %)

Methanol (99 %)

ad H,O

2.1.8. Gele

Western-Blot: upper buffer fur Sammelgel
Tris

SDS (10 %)

pH auf 6,8 einstellen

ad H,O

Western-Blot: lower buffer fir Trenngel
Tris

SDS (10 %)

pH auf 8,8 einstellen

ad H,O

Western-Blot: Sammelgel 5 %
Fir ein Gel:

H.O

Acrylamid (30 %)

Western Blot Upper Buffer

APS (10 %)

TEMED

Western Blot: Trenngel 10 %
Fur ein Gel:

H.O

Acrylamid (30 %)

Western Blot Lower Buffer
APS (10 %)

TEMED

Western Blot Trenngel 12 %
Fur ein Gel:

H.O

Acrylamid (30 %)

Western Blot Lower Buffer
APS (10 %)

TEMED

Western Blot Trenngel 15 %
Fur ein Gel:

H.O

Acrylamid (30 %)

Western Blot Lower Buffer
APS (10 %)

TEMED

190 mM
25 mM
1% (V)

190 mM
25 mM
0,38 % (V)
20 % (V)

0,5M
0,4 %

1,5M
0,4 %

7.4 ml
2,1 ml
3,3 ml

128,3 ul
17,1 ul

12,3 ml
9,7 ml
7,23 ml
70,44 pl
31,7

10,4 ml
11,64 ml
7,23 ml
70,44 pl
31,7

7,45 ml
14,55 ml
7,23 ml
70,44 pl
31,7
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2.1.9. Gerite und Verbrauchsmaterial

Agilent 2100 Bioanalyzer

Arbeitsbank Steril BSB4A

Bio- Photometer

BioDocAnalyzer

Biofuge Fresco Tischzentrifuge

Biomax MS-Film Scientific Imaging

C1 konfokales Mikroskop

chamber slides

CO2-Inkubator

Curix 60 Entwicklermaschine

DC200 Mikroskop

Digital Graphic Printer UP-D890

Easy Cast Electrophoresis System

Elisa Reader Multiscan Ascent

FACS Calibur Flow Cytometer
FACScan-Flow Cytometer

Falcon 70um Nylon Cell- Strainer
FLUOstar Galaxy Fluorometer stimmt das?
Forma Scientific Steri-Cult 200 Inkubator
French Pressure Cell Press

FujiBas Phosphoimager
Hyperfilm/Chemiluminescence Film
Imagemaster-System

Mikroskop Typ 090-131.001

Minisart Filter 0,45/ 0,22um
Nitrozellulose Membran Hybond ECL
Petrischalen

PP Test Tubes steril 15 ml, 50 ml
Robocycler Gradient 40
Roéntgenkassette

Schlauchpumpe MasterFlex L/ S
Semi-dry-Blotkammer

Spectra max Plus Microplate Reader 384
Standzentrifuge Rotanda/TRC
SterilGard Arbeitsbank

Tischzentrifuge

Tischzentrifuge

Varifuge 3.0R Zentrifuge
Zellkulturflaschen 25, 75, 182 cm? mit Filter
Zellkulturplatten 6-, 12-, 96-well

2.1.10. Software

AlphaEaseFC 4.0 fur Windows
Cell Quest Software System
GraphPad InStat 3.01

SAS Software System

Ambion GmbH, Kassel

Gelaire Flow Laboratories, Opera/ltalien

Eppendorf AG, Hamburg

Whatman Biometra GmbH i.L., Géttingen

W.C. Heraeus GmbH & Co. KG, Hanau

Kodak GmbH, Stuttgart

Nikon GmbH, Dusseldorf

Shandon Lipshaw Inc., Pittsburg, PA, USA

WTC Binder, Tuttlingen

Agfa-Gevaert AG, Leverkusen

Leica, Wetzlar

Sony Deutschland GmbH, Kéin

Owl Scientific Inc., Woburn MA/USA

Thermo Electron Corporation, Dreieich

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

Becton Dickinson GmbH, Heidelberg

BD Biosciences/ PharMingen/Clontech, Heidelberg
BMG Labtech Inc., Durham, NC, USA

Thermo Electron GmbH, Bremen

SLM Aminco Instruments GmbH, Blttelborn

Fuji Photo Film (Europe) GmbH, Dusseldorf
Amersham Buchler GmbH & Co KG, Braunschweig
Amersham Buchler GmbH & Co KG, Braunschweig
Leica, Wetzlar

Sartorius GmbH, Géttingen

Amersham Buchler GmbH & Co KG, Braunschweig
Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Stratagene Europe, Amsterdam, Niederlande
REGO X-Ray GmbH, Augsburg

Cole-Parmer Instrument Company Ltd., London, UK
Schleicher & Schuell GmbH, Dassel

Molecular Devices GmbH, Ismaning b. Miinchen
Hettich, Tuttlingen

The Baker Comp Inc, Sanford ME/ USA

W.C. Heraeus GmbH & Co. KG, Hanau

Eppendorf AG, Hamburg

W.C. Heraeus GmbH & Co. KG, Hanau

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen

Alpha Innotech, San Leandro, CA, USA
Becton Dickinson GmbH, Heidelberg
GraphPad Software, San Diego, CA, U.S.A.
SAS Institute Inc., Cary/ NC, USA
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2.2. Methoden

2.2.1. Kultur der Zelllinien

Die Zellkultur fand ausschlieBlich unter sterilen Bedingungen statt. Dazu wurden alle Medien,
Behandlungsmedien, Kulturgefi3e und Hilfsmittel wie Pipetten steril verwendet und unter der
Sterilbank gearbeitet. Kultiviert wurden die Zelllinien in ihrem entsprechenden Medium in
4, 12 und 24 ml (bezogen auf das Volumen des Kulturmediums) grof3en Flaschen mit sterilem
Filter.

HepG2 u. HuH-7: DMEM-Medium

T47D: RPMI-Medium
Die Zellen wurden bei 37°C und 5 % CO; im Brutschrank kultiviert. Alle drei Tage, wenn die
Zellen ausreichend konfluent waren, wurden die Kulturen 1:4 bis 1:5 passagiert. Dafiir wurde
das gebrauchte Medium abgenommen, die Zellen drei mal mit sterilem PBS gewaschen, mit
Hilfe des Verdauungsenzyms Trypsin von der Unterlage abgeldst und in frischem Medium in
verschlieBbaren Plastikrohrchen aufgenommen. Nach der Zentrifugation bei 1000 rpm wurde
der Uberstand abgenommen, frisches Medium zugegeben und das Zellpellet mit der Pipette
aufgelost, bis eine homogene Suspension hergestellt war. Fiir Versuche wurde zuerst die
Zellzahl der Suspension in der Neubauer-Kammer bestimmt und nachfolgend die Suspension
mit frischem Medium auf 30.000 Zellen pro cm” Kulturfliche der unbeschichteten well-

Platten und Kulturschalen eingestellt:

96 wells: 0,3 cm’ pro well

24 wells: 2 cm” pro well

12 wells: 3,6 cm” pro well

6 wells: 9,6 cm” pro well

5 cm-Schalen™: 21 cm’ pro Schale

10 cm-Schalen*: 58 Cl’l’l2 pro Schale * bezogen auf den Durchmesser der Schale

Die Experimente wurden am Tag nach der Aussaat, wenn die Zellen adhirent waren,

durchgefiihrt.
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2.2.2. Kultur von primédren Hepatozyten

Primdre Hepatozyten (PHH) wurden von leberteilresektierten Patienten, welche der
Verwendung des entnommenen Gewebes zu wissenschaftlichen Zwecken zugestimmt hatten,
gewonnen. Fir dieses Vorgehen war die Genehmigung von der Ethikkommission der
Universitdt Heidelberg eingeholt worden. Das Patientenmaterial wurde in Kooperation mit
Prof. Dr. H. Friess und Dr. Ch. Michalski, Chirurgie, Universititsklinikum Heidelberg
freundlicherweise zur Verfligung gestellt. Die Isolation der frisch resezierten Leberproben
sowie die Kultur der PHHs wurde freundlicherweise in Kooperation mit PD Dr. M. Miiller-
Schilling und Dr. A. Koch, Innere Medizin IV, Universititsklinikum Heidelberg,
durchgefiihrt. Dabei wurde eine modifizierte Kollagenase-Perfusion in zwei Schritten
angewendet, wie es bei Schulze-Bergkamen et al. beschrieben wurde (211). Die Aussaat und
Kultur von PHHs wurde entsprechend der Beschreibung von Schulze-Bergkamen et al.

durchgefiihrt (196).

2.2.3. Prokaryonte Zellkultur

2.2.3.1. Aufzucht und Reinigung von Adenoviren

Fiir die Infektion mit Adenoviren wurden 20 Millionen HEK 293-Zellen in grof3en Flaschen
(24 ml) ausgesidt. Am Folgetag wurden die Viren mit 0,6 moi (multiplicity of infection) pro
HEK 293-Zelle infiziert. Hierflir wurde die entsprechende Menge aus dem Virus-stock
entnommen und in Mangelmedium mit 2 % FCS iiberfiihrt. Das Medium der HEK 293-Zellen
wurde vorsichtig abgenommen und das Mangelmedium mit den Viren vorsichtig am Rand
zupipettiert. Die Zellkultur wurde unter den oben beschriebenen Kulturbedingungen so lange
inkubiert, bis ein zytopathischer Effekt sichtbar wurde, die Zellen aber noch nicht vollstdndig
abgelost oder abgerundet waren. Aufgrund der infektionsbedingten Zellschddigung konnten
die Zellen durch Abspiilen des Zellrasens geerntet werden. AnschlieBend wurden sie in
Rohrchen tiberfiihrt und {iber Nacht bei -80°C gelagert. Am Folgetag erfolgten drei Frier- und
Tau-Schritte bei -80°C und 37°C, um die HEK 293-Zellen aufzubrechen. Danach wurden in
zwei Zentrifugationsschritten die Zellreste von dem Viren enthaltenden Uberstand abgetrennt.
Diese Zentrifugationen erfolgten liber fiinf Minuten bei 4°C und 2000 rpm. Im Anschluss
wurde der virenhaltige Uberstand mit 10 % Glycin (99 %) versetzt und aliquotiert. Die
Adenoviren wurden bei -80°C gelagert. Da die Viren nur in Zellkulturexperimenten

verwendet wurden, wurden weitere Reinigungsschritte, wie sie fiir Tierversuche iiblich sind,
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wie die Ultrazentrifugation tiber einen C4Cl-Gradienten etc, nicht durchgefiihrt.
2.2.3.2. Titerbestimmung

Der Virustiter wurde in den Hepatomzellen wie folgt bestimmt: HuH-7- und HepG2-Zellen
wurden in 24-well-Platten ausgesidt. Am Folgetag wurden die Adenoviren jeweils mit dem
FADD A'-Molekiil und dem B-Gal-Insert in steigenden Volumina aus dem Virus-stock
zupipettiert: 5 pl, 10 pl, 20 pl, 50 pl, 80 pl und 100ul. Hierfiir wurde der stock jeweils mit
storagebuffer so verdiinnt, dass jede Konzentration mit 100 pl auf die Zellen gegeben wurde.
Nach vier Stunden erfolgte ein Mediumwechsel. 24 Stunden nach Viruszugabe wurde
geschitzt, wieviel % der Zellen noch adhdrent und wie hoch der prozentuale Anteil der Zellen
im Uberstand war. Die infektidsen Einheiten (infection units, iu.) pro ul Virus-stock

berechneten sich fiir 50 % noch adhérente Zellen nach folgender Formel:

Zellzahl bei Infektion x 0,5 x 3
Volumen Virus-stock [ul]

2.2.4. Behandlungen der Zellen

2.2.4.1. Behandlung mit SC-58635

Zunichst wurde eine Stammlosung von 50 mM SC-58635 in DMSO erstellt. Fiir die ersten
Experimente (Kap. 3.2.) wurde eine Verdiinnungsreihe von 400 uM, 200 pM, 100 puM,
50 uM, 25 uM und 10 pM gelost in Kulturmedium erstellt. Aus den daraus gewonnenen
Ergebnissen (Kap. 3.2.) wurden 100 uM SC-58635 fiir alle nachfolgenden Behandlungen,

wenn nicht anders erwihnt, als Standardkonzentration verwendet.

2.2.4.2. Zugabe von PGE,

In fritheren Versuchen wurde als wirksamste Konzentration 3 pg/ml PGE, fiir Hepatomzellen
identifiziert (45). Die Stammldsung von 100 mg/ml PGE, in DMSO wurde 1:200 mit PBS
verdiinnt und davon je 3 pl in 500 pl Medium pipettiert.
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2.2.4.3. Inhibition der Caspasen

Die Inhibition der Caspasen erfolgte mittels folgender Fluoromethylketone (FMK):
Z-Val-Ala-Asp(OMe)-FMK  (Z-VAD-FMK) als Pan-Caspase-Inhibitor (pCI), der
Z-Asp(OCH3)-Glu(OCH3)-Val-Asp(OCH3)-FMK (Z-DEVD-FMK) als Caspase-3-Inhibitor
(C31), Z-lle-Glu(OMe)-Thr-Asp(OMe)-FMK (Z-IETD-FMK) als Caspase-8-Inhibitor (C8I),
Z-Leu-Glu(OMe)-His-Asp(OMe)-FMK (Z-LEHD-FMK) als Caspase-9-Inhibitor (C9I).

Die eingesetzte Konzentration betrug im jeweiligen Standardmedium 50uM und wurde der
Literatur entnommen (212-216). Fiir eine optimale Inhibitionswirkung wurden die Zellen
zwoOlf Stunden mit den Inhibitoren vorbehandelt. Danach wurde das Medium in sterile
Rohrchen iiberfiihrt und der selektive COX-2-Inhibitor in der Standardkonzentration 100 pM
zugegeben. Im Anschluss wurden alle Behandlungsansitze vorsichtig wieder auf die Zellen
gegeben. Mit den Behandlungen ohne SC-58635 wurde das Medium ebenfalls abgenommen

und wieder zupipettiert.

2.2.4.4. Stimulierung der Todesrezeptoren CD95, TNF-R1, TRAIL-R1 und TRAIL-R2

Die Stimulierung der Todesrezeptoren erfolgte {liber ihre jeweiligen Agonisten:

CD95 wurde mit dem polyklonalen Antikdrper anti-Apo-1 IgG3 in Verbindung mit Protein A
angeregt. TNF-R1 wurde mittels TNFa stimuliert, was sowohl Apoptose induzieren als auch
als Wachstumsfaktor iiber die Induktion von NFkB antiapoptotisch wirken kann. Fiir eine
Apoptose induzierende Wirkung muss NFkB inhibiert werden, wozu meist Cycloheximid
(CHX) verwendet wird (173). So wurde fiir die Untersuchung der TNFa induzierten Apoptose
CHX z.B. in HuH-7-Zellen (29-31) und in murinen Hepatomzellen (217) zugegeben. In
Endothelzellen konnte die Apoptose mit der Zugabe von CHX wesentlich erhoht werden
(218). Fiir die Experimente, die die Apoptose iiber TNFo/TNF-R1 vermittelt untersuchen,
wurden 10 pg/ml CHX verwendet. Leucin Zipper (LZ)-TRAIL, stellt eine stabile trimerisierte
Form des TRAIL-Liganden (219), welcher TRAIL-R1 und -R2 gleichermallen anspricht, dar
(154). Der LZ-TRAIL war eine freundliche Gabe von Prof. Dr. Henning Walczak, Deutsches
Krebsforschungszentrum, Heidelberg.

Die Zellen wurden in 24-well-Platten ausgesdt und am Folgetag gleichzeitig mit 100 uM
SC-58635 und jeweils den entsprechenden Liganden in Tripletts fiir 24 Stunden behandelt.
Dabei wurden die Liganden und deren Komponenten in folgenden Konzentrationen

eingesetzt:
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Anti-Apo-1 1 pg/ml mit  Protein A 20 ng/ml

TNFa 0,1 pg/ml mit CHX 10 pg/ml

LZ-TRAIL 1 pg/ml
Jede Behandlung wurde in Kulturmedium angesetzt, das alte Kulturmedium abgesaugt und
das Behandlungsmedium auf die Zellen gegeben. Nach 24 Stunden wurde die Apoptose mit
der Nicoletti-Farbung in der FACS-Analyse bestimmit.

2.2.4.5. Behandlung mit Zytostatika

Folgende klinisch relevante Zytostatika wurden in Kombination mit SC-58635 oder alleine in
den angegebenen Konzentrationen iiber 48 Stunden eingesetzt:

Bleomycin 3 und 30 pg/ml

Doxorubicin 0,5 und 5 pg/ml

Mitoxantron 0,1 und 1 pg/ml
Die Konzentrationen stiitzten sich auf Arbeiten von Gressner et al. (212) und Miiller et al.
(160, 212, 213).
Die Zellen wurden am Vortag in 24-wel/-Platten ausgesidt und am Folgetag in Tripletts
behandelt. Dafiir wurde das Kulturmedium vorsichtig abgesaugt und das Behandlungsmedium

vorsichtig zugegeben. Nach 48 Stunden erfolgte die FACS-Analyse nach Nicoletti-Férbung.

2.2.5. Subzellulire Lokalisation von COX-2 mittels immunhistochemischer Farbung
in unbehandelten Hepatomzellen

Die Zellen wurden in chamber slides ausgesit und am zweiten Tag mit der Firbung
begonnen. Zunédchst wurden die Zellen mit PBS gewaschen und anschlieBend mit Methanol,
welches bei -20°C gelagert wurde, zehn Minuten fixiert. Danach wurden die fixierten Zellen
dreimal mit PBS gewaschen und 20 Minuten in 0,3 % H,O, in Methanol bei Raumtemperatur
inkubiert. Die folgende Blockierung von Albumin wurde mit dem Blockierungspuffer 1 fiir
Immunzytologie {lber 1,5 Stunden durchgefiihrt. In diese Losung wurde der
COX-2-Erstantikorper in der Verdiinnung 1:100 hinzugegeben und die Zellen damit iiber
Nacht inkubiert. Am nichsten Tag wurden die Zellen dreimal mit PBS gewaschen, worauf die
Inkubation mit dem biotinylierten Zweitantikbrper goat-anti-rabit  (1:300) in
Blockierungspuffer 2 fiir Immunzytologie {iber 30 Minuten bei Raumtemperatur durchgefiihrt
wurde. Danach erfolgten wiederum drei Waschschritte mit PBS, worauf die
Verstarkungsreaktion iiber die Bildung eines makromolekularen Komplexes aus Avidin und

biotinylierter Peroxidase durchgefiihrt wurde. Hierfiir wurde das "Vectastain® Elite ABC Kit"
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verwendet und die Zellen gemal der Anleitung nochmals 30 Minuten bei Raumtemperatur in
der entsprechenden Losung inkubiert. Danach erfolgte die DAB-Detektion mit Hilfe des
DAB-Kits entsprechend der Anleitung des Herstellers. Die Kerne wurden mit Mayer's

Himalaun gegengeférbt.

2.2.6. Vitalitits-Test (MTT)

Dieser Test basiert auf der Umwandlung von Tetrazoniumsalz (MTT-Reagenz) in
Formazanderivat aufgrund der Dehydrogenase-Aktivitdt von Mitochondrien gesunder Zellen
(220). Der Farbumschlag der gelben, wasserloslichen MTT-Losung nach Violett bei der
Bildung der Formazan-Kristalle kann im Elisa-Reader photospektrometrisch bei einer
Wellenldnge von 550 nm bestimmt werden. Dabei duflert sich die Menge der vitalen Zellen
direkt proportional zur optischen Dichte.

Die Zellen wurden in 96-well-Platten ausgesit und am Folgetag entsprechend der
Fragestellung immer sechs wells gleich behandelt. Nach Abschluss des Experimentes wurde
pro well 25 pl, durch 0,2 pum PorengroBe steril filtrierte, MTT-Losung zugegeben. Im
Anschluss wurden die Zellen unter Zellkulturbedingungen mit der Losung sechs Stunden
inkubiert. Nachdem das Medium abgenommen wurde, wurden die gebildeten
Formazankristalle mit je 100 ul 5 % Ameisensdure in Isopropanol pro well gelost, was durch
einen violetten Farbumschlag sichtbar wurde. Die Platten wurden in Frischhaltefolie iiber
Nacht bei Raumtemperatur gelagert und am Folgetag die Extinktionswerte wie oben
beschrieben mit einer Referenzwellenldnge von 620 nm bestimmit.

Fiir die Auswertung wurde der Mittelwert der unbehandelten Zellen gleich 100 % gesetzt. Die
graphische Darstellung gab entsprechend den relativen Anteil der vitalen Zellen als

Zellvitalitit [%] iiber den Behandlungen an.

2.2.7. FACS-Analysen

Fir alle FACS (fluorescent activated cell sorter)-Analysen wurden folgende Kriterien
beachtet: Da sich die Apoptoseexekution auch auf das Adhirenzverhalten der Zellen auswirkt,
wurden die Zellen aus dem Uberstand mit den adhdrenten Zellen der jeweiligen Probe
vereinigt und zusammen gemessen. Die so vereinigten Proben werden bei der Beschreibung
der einzelnen Firbungen als gepoolte Proben bezeichnet. Fiir optimale optische Ergebnisse
wurden pro Probe je 10.000 Ereignisse gemessen. In der Regel entsprechen diese Ereignisse
jeweils einer Zelle. Da aber bei jeder Messung auch Debris mit gemessen wird, spricht man

zundchst neutral von "(modellierten) Ereignissen". Auch bei Apoptosemessungen werden
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aufgrund des Blubbings der Zellen nicht nur ganze Zellen sondern auch vor allem mit
Membranen eingeschniirte Zellbestandteile gemessen. Die Giite der Zellmorphologie wurde
iiber die Parameter Forwardscatter (FSC) und Sidewardscatter (SSC) beschrieben: Dabei gibt
FSC die GroBe der Zellen an und SSC gibt Auskunft iiber die Granularitdt der Zellen. In der
unbehandelten Kontrolle wurde die Punktewolke im Diagramm SSC {iber FSC unterhalb der
Winkelhalbierenden liegend eingestellt. So wurde das Messen von morphologisch noch
intakten Zellen gewdhrleistet. Diese Einstellungen wurden fiir alle nachfolgenden Messungen

beibehalten.

2.2.7.1. Apoptosenachweis mit Nicoletti-Firbung

Propidium-Jodid (PI) bindet an die Basenpaare AT und GC der unbeschddigten DNA, was zu
einer intensiven Rotfluoreszenz fiihrt, welche demnach in der G,-Phase stdrker als in der
Gi-Phase des Zellzyklus ist. In der FACS-Analyse wird die Rotfluoreszenz bei 650 nm
gemessen und die Zellzyklusphasen entsprechend als Go/G;-Peak und Gj-Peak sichtbar
(Abb. 13). Wird nun die DNA wihrend der Apoptoseexekution degradiert, bindet der
Farbstoff zunehmend schlechter an die DNA, womit auch die Rotfluoreszenz schwicher wird.

Die daraus resultierende Zunahme von Ereignissen mit schwicherer Rotfluoreszenz wird in

der FACS-Analyse links des Go/Gi-Peaks sichtbar und als Sub-G;-Peak bezeichnet (Abb. 13),

Nicoletti-Farbung
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Abb. 13: FACS-Analyse der Nicoletti-Farbung von HepG2-Zellen. Dargestellt ist die Anzahl der gezahlten Ereignisse
(Y-Achse) uber der Roffluoreszenz bei 650 nm in Kanal 2. Wird die DNA in der Apoptose degradiert, wird die Fluoreszenz
schwacher. Der Peak mit der hdchsten Farbeintensitat stellt die G,-Phase (G,-Peak), die durch den doppelten
Chromosomensatz ausgezeichnet ist, dar. Dem Gy/Gs-Peak entsprechen die Gy bzw. Gi-Phase mit ihrem einfachen
Chromosomensatz. Die Kontrolle zeigt ein typisches Bild von unbehandelten, gesunden Zellen. Bei Apoptose brechen die
Peaks ein (rechtes Bild). Im Bereich links des G1-Peaks entsteht ein neuer, so genannter Sub-Gi-Peak, die Zellen sind
schwécher geféarbt. Der Marker (Ms) wurde Uber den Sub-Gi-Peak gelegt, die Zellanzahl in % aller gezahlten Ereignisse
(10.000) angegeben.
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welcher in der Auswertung als Apoptose [%] dargestellt wurde. Da PI selbst nur schlecht
Membranen iiberwindet, wurden sie mit Hilfe des Nicoletti-Puffers (221) fiir PI durchléssig
gemacht, wodurch PI bis zur DNA transportiert werden kann.

Die Zellen wurden in 24-well-Platten ausgesét und entsprechend der Fragestellung in Tripletts
behandelt. Nach Abschluss des Experimentes wurden die gepoolten Proben fiinf Minuten mit
3.000 rpm bei 4°C in der Tischzentrifuge zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen
und die Zellen mit je 1 ml PBS pro Probe gewaschen. Danach wurden die Proben fiinf
Minuten mit 3.000 rpm bei 4°C zentrifugiert und der Uberstand bis auf ca. 50 pl
abgenommen. Die Zellen wurden zundchst in den 50 pl PBS resuspendiert und nach Zugabe
von je 100 pl Nicoletti-Puffer noch einmal resuspendiert. Bis zur Messung wurden die Zellen

bei 4°C lichtgeschiitzt im Puffer flir sechs bis 24 Stunden inkubiert.

2.2.7.2. Nachweis der Mitochondrienaktivierung iiber die Bestimmung des
mitochondrialen Membranpotentials mit JC-1-Firbung

Der JC-1-Farbstoff bildet bei intaktem mitochondrialen Membranpotential in der Membran
Aggregate (216, 222), welche orange fluoreszieren. Im Gegensatz dazu werden bei
Zusammenbruch des Membranpotentials verstdrkt griin fluoreszierende Monomere gebildet,
da sich der Farbstoff nicht mehr so gut in der Membran einlagern kann. Die Anderung des
Membranpotentials fithrt somit zu einer Verschiebung der intensiven orangen Fluoreszenz bei
575 nm in den griin fluoreszierenden Bereich bei 525 nm. Abbildung 14 zeigt zwei typische
Histogramme fiir die Farbverschiebung von Orange, was in der FACS-Analyse der
Fluoreszenz 1 (FL 1) entspricht, nach Griin entsprechend FL 2 (223). Das Fadenkreuz fiir die
Auswertung wurde in der unbehandelten Kontrolle so gelegt, dass sich maximal 10 % der
Ereignisse im rechten unteren Quadranten, der die intensivere Griinfluoreszenz mit
gleichzeitig schwicherer Orangefluoreszenz markiert, befinden. Die Auswertung erfolgte
nach dem Prozentsatz der Zellen im rechten unteren Quadranten und wurde als JC-1-Fiarbung

[%] angegeben.
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FACS-Analyse JC-1-Farbung
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Abb. 14: JC-1-Fiarbung von HuH-7-Zellen . Anderung des Membranpotentials wahrend zwei Stunden SC-58635-Behandlung
(100 pM). Histogramm und Auswertung einer FACS-Analyse mit dem CellQuest-Programm. Die Intensitdt der
Orangefluoreszenz wurde bei 575 nm in FL 2 und der Griunfluoreszenz bei 525 nm in FL 1 dargestellt. Das Fadenkreuz zur
Auswertung wurde so gelegt, dass maximal 10 % der Ereignisse im rechten unteren Quadranten erfasst wurden. Nach
SC-58635-Behandlung erfolgte die Verschiebung der Punktewolke von Orange nach Griin. Somit wurden in diesem Beispiel

21,52 % Ereignisse erfasst.

Die Zellen wurden in 24-well-Platten ausgesédt und entsprechend der Fragestellung immer
sechs Proben gleich behandelt. Nach Beendigung des Experimentes wurden die Zellen
geerntet, mit dem entsprechenden Uberstand vereinigt und anschlieBend fiinf Minuten mit
3.000 rpm in der Tischzentrifuge bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde
abgesaugt und das Zellpellet in 0,5 ml PBS aufgenommen. Pro Probe wurden 2,5 pl
JC-1-Losung dazugegeben, die Zellen in der Féarbelosung resuspendiert und 20 Minuten bei
Raumtemperatur lichtgeschiitzt inkubiert. Nach zwei Waschschritten mit je 0,5 ml PBS bei
4°C wurden die Zellen in 100 pl PBS resuspendiert und sofort lichtgeschiitzt auf Eis der
FACS-Messung zugefiihrt.

2.2.7.3. Nachweis der Mitochondrienaktivierung iiber die Bestimmung des
mitochondrialen Membranpotentials mit DiOCg(3)-Fiarbung

DiOCqg(3) gehort zu den Carbozyaninen, ist lipophil und firbt in geringen Konzentrationen
selektiv Mitochondrien aber auch Golgi-Vesikel lebender Zellen. Dies ist als griine
Fluoreszenz detektierbar, welche bei der Depolarisation des Membranpotentials schwécher
wird (223). In der FACS-Analyse findet eine Verschiebung des Peaks in FL 1 (griine
Fluoreszenz bei 525 nm) nach links also in Richtung schwécherer Fluoreszenzintensitét statt

(Abb. 15). Der Anteil Zellen mit schwicherer Griinfluoreszenz wurde in der FACS-Aanalyse



2. Material und Methoden 44

iiber den Markerberich (M1) bestimmt. M1 wurde iiber die schwichste Intensitdt bis zum
Beginn des Peaks gelegt. Dadurch waren in der unbehandelten Kontrolle etwa bis zu 25 %

Zellen im Markerbereich.

FACS-Analyse DiOCg(3)-Farbung

1
aals

Counts

24,07 % 1 57,14%

g M1

paagly

0

109 10! 102 10 10* 100 10" 102 10° 104
FL1-H FL1-H

[
»

Intensitat Griinfluoreszenz FL 1

Kontrolle SC-58635

Abb. 15: DiOC6(3)-Farbung von HuH-7-Zellen. Das linke Diagramm zeigt unbehandelte Zellen, welche Gberwiegend intensiv
grun fluoreszieren. Nach zwei Stunden SC-58635-Behandlung wurde die Grinfluoreszenz far

57, 14 % der Zellen schwacher, sichtbar auch an der Verschiebung des Peaks.

Die Zellen wurden analog zur JC-1-Farbung ausgesit und ebenfalls jeweils 6 Proben gleich
behandelt. Die Féarbung erfolgte gemdf der JC-1-Farbung (Kap. 2.2.7.2.), mit folgender
Ausnahme: Die Zellen wurden in 0,5 ml DiOCg(3)-Losung 15 Minuten bei 37°C im
Brutschrank lichtgeschiitzt inkubiert.

Im Gegensatz zur FACS-Analyse der Nicoletti-Féarbung, welche fiir unbehandelte Zellen eine
klare Darstellung der Zellzyklusphasen an zumeist festen Positionen wiedergibt, zeigen die
Mitochondrienfarbungen Farbverschiebungen ohne weitere typische Charakteristika. Somit
sind die Auswertungen nicht nur von der optischen Qualitit der Histogramme abhingig
sondern unterliegen auch einer gewissen Subjektivitdt des Experimentators. Daher wurden zu
Beginn der Untersuchungen des Mitochondrienpotentials beide Farbungen gegeniibergestellt.
Fiir einen Vergleich der JC-1- und DiOCq¢(3)-Farbung wurden die jeweils unbehandelten
Kontrollen bei den Versuchen mit HepG2-Zellen gleich 10 % und mit HuH-7-Zellen gleich.
5 % gesetzt. Da mit JC-1 und DiOCe(3) gleichermaBlen der SC-58635-Effekt auf die
Depolarisierung des Potentials gezeigt werden konnte, wurde in weiterfiihrenden Versuchen

nur eine Farbung — zumeist mit DiOCg(3) — durchgefiihrt.
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2.2.7.4. Farbung der Todesrezeptoren fiir die FACS-Analyse

Mit jeweils spezifischen Antikorpern wurden die Todesrezeptoren CD95, TNF-RI,
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 auf der AuBlenseite der Zellmembran eingefdrbt. Mit Hilfe der
FACS-Analyse kann somit die Expression der Todesrezeptoren an der Zelloberfliche
quantifiziert werden. Eine gleichzeitige PI-Féarbung aller Proben ermoglichte die Erfassung
toter Zellen, welche von der Messung ausgenommen werden konnten. Damit konnte eine
Aussage getroffen werden, wie stark bestimmte Todesrezeptoren bei Apoptoseinduktion
durch SC-58635 an die Zelloberfldche transportiert werden.

Die Zellen wurden in 10-cm-Schalen ausgesit und am Folgetag entsprechend der
Fragestellung mit SC-58635 unterschiedlich lange in Tripletts behandelt. Nach Versuchende
wurden die Zellen aus den Schalen mit 0,2 g/l EDTA in PBS abgelost, die Reaktion wurde
mit PBS, welches mit 10 % FCS versetzt wurde, gestoppt. Die Zellen wurden in
Plastikrohrchen iiberfiihrt und mit den entsprechenden Uberstinden vereinigt. Nach zehn
Minuten Zentrifugation bei 1.100 rpm und 4°C wurde der Uberstand bis auf 1 ml dekantiert.
Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C bzw. auf Eis ausgefiihrt. Jeweils 200 pl der
Zellsuspension wurde in ein well einer 96- well-Platte iiberfiihrt, womit aus jeder Einzelprobe
ein Aliquot fiir jeden der Rezeptoren und den Isotyp, zur Kontrolle der Eigenfirbung der
Antikorper, gewonnen wurde. Die Platten wurden fiinf Minuten bei 1.400 rpm und 4°C in
einer Standzentrifuge (Rotanta/TRC) zentrifugiert, die Uberstinde abgenommen, die Zellen
mit je 50 ul der entsprechenden Erstantikorperlosung durch vorsichtiges Bewegen der Platte
resuspendiert und 20 Minuten unter Lichtausschluss auf Eis inkubiert. Im Anschluss folgte
ein Waschschritt unter denselben Zentrifugationsbedinungen in der Standzentrifuge mit PBS,
welches 2 % FCS enthielt. Danach wurden alle Proben mit 50 pl Zweitantikorperlosung
goat-(F(ab),-anti-mouse-Biotin 20 Minuten dunkel auf Eis inkubiert. Nach einem weiteren
Waschschritt erfolgte die dritte Inkubation mit Streptavidin-APC zur Fluoreszenzfirbung
ebenfalls 20 Minuten dunkel auf Eis. Vor der folgenden PI-Farbung wurden die Zellen noch
einmal gewaschen.

Die Messung im FACS-Calibur erfolgte tiber den Ausschluss der positiv PI gefarbten Zellen
in FL2. Die APC-Fluoreszenz wurde in FL4 gemessen. Die Messung war dann beendet, wenn
mindestens 5.000 bis 10.000 Zellen gezéhlt waren. Fiir die Auswertung der gemessenen

Daten wurden die Werte fiir den Isotyp jeweils von den Werten fiir die Antikérper abgezogen.
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2.2.8. Apoptosenachweis mit DAPI-Firbung

Der DAPI-Fluoreszenzfarbstoff lagert sich spezifisch an die DNA an, wodurch blau
fluoreszierende DAPI-DNA-Komplexe gebildet werden. Somit koénnen zum einen Zellkerne
vitaler Zellen optisch dargestellt werden, als auch in Folge der Apoptoseexekution
kondensiertes Chromatin, welches eine leuchtende Blaufirbung zeigt.

Die Zellen wurden in 24-well-Platten ausgesét und nach der entsprechenden Behandlung mit
der DAPI-Arbeitslosung einmal gewaschen. Danach wurden die Zellen mit frischer
DAPI-Arbeitslosung bei 37°C 15 Minuten inkubiert und mit reinem Methanol gewaschen.

Die Blaufluoreszenz wurde unter dem Fluoreszenzmikroskop fotografiert.

2.2.9. Test zur Caspasenaktivierung

Dieser Test wurde mit den Fluorometric Assay Kits fiir die jeweiligen Caspasen durchgefiihrt.
Jeweils  spezifische Caspasensubstrate wurden mit dem  Fluorochrom AFC
(7-amino-4-trifluoromethycoumarin) konjugiert (konj.), wobei folgende Peptide fiir die

jeweiligen Caspasen verwendet wurden:

AFC konj. DEVD-Substrat-Peptid CASP-3
AFC konj. IETD-Substrat-Peptid CASP-8
AFC konj. LEHD-Substrat-Peptid CASP-9

Wenn das AFC-Fluorochrom aufgrund der Peptidspaltung durch die Caspase frei wird,
fluoresziert es bei einem Anregungslicht von 400 nm bei 505 nm. Diese Fluoreszenz wurde in
einem fluorescence microplate reader gemessen. Dabei ist die Fluoreszenzintensitdt direkt
proportional zur Caspasenaktivitét.

Fiir die Experimente wurden die Zellen in 6-well-Platten ausgesit, wobei immer zwei wells
gleich behandelt wurden. Nach Versuchsende wurden die Proben mit dem zum Kit
gehorenden Lysis-Buffer lysiert, zehn Minuten auf Eis inkubiert und anschlieBend der
Proteingehalt bestimmt. Pro Probe wurden je drei mal 100 pg Protein in wells einer
96-well-Platte pipettiert und mit Lysis-Buffer auf 50 ul Volumen aufgefiillt. Nachdem 1 M
DTT im Verhéltnis 1:10 dem reaction buffer 8 (Kit) zugegeben wurde, wurden die wells mit
je 50 pl dieser Reaktionslosung beschickt. Als letztes wurde je 5 pl des spezifischen
AFC konj. Substrates in die wells pipettiert und im Brutschrank eine Stunde inkubiert, bevor
die Proben gemessen wurden.

Zur Auswertung wurden die Mittelwerte der unbehandelten Kontrollen gleich 1 gesetzt, die

Werte der behandelten Proben entsprechend als n-fache Aktivierung angegeben und iiber der
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Behandlungsdauer aufgetragen.

2.2.10. Transfektion von Hepatomzellen

2.2.10.1. Transiente Transfektion von siRNA mit TransFectin

Mit Hilfe von siRNA fiir das mcl-1-Gen kann die MCL-1-Expression geblockt werden. Zur
Transfektionskontrolle wurde siRNA gegen das nicht in den Hepatomzellen vorkommende
green fluorescence protein (GFP)-Gen verwendet. TransFectin ist ein kationisches
Lipid-Reagenz mit dem Ko-Lipid 1,2-dioleoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamin.

Fiir die Versuche wurden die Zellen in 24-well-Platten ausgesit und am Folgetag mit siRNA
transfiziert. Zundchst wurden zwei getrennte Losungen jeweils mit siRNA und TransFectin in
serumfreiem Medium hergestellt: Pro well einer 24-well-Platte wurde das TransFectin
Reagenz mit 1 pl pro 50 pl Medium und die siRNA mit 1 pg pro 50 pul Medium eingesetzt.
Dann wurden beide Losungen vereinigt und 20 Minuten bei Raumtemperatur fiir die Bildung
der reaktiven Komplexe aus siRNA und dem Lipid-Reagenz inkubiert. Danach wurden je
100 pl der Komplexlosung pro well auf die Zellen pipettiert und 24 Stunden unter
Kulturbedingungen inkubiert. Danach wurden die Zellen 24 Stunden mit SC-58635 behandelt
und die Apoptose mit der Nicoletti-Farbung in der FACS-Analyse gemessen. Unbehandelte
Kontrollzellen wurden gleichzeitig ausgesidt und parallel zu den Transfektionen und der

SC-58635-Behandlung mit Leermedium behandelt.
2.2.10.2. Transiente Transfektion von cDNA mit FuGene 6

Zur Uberexpression von MCL-1-Protein wurde die mcl-1-DNA-Sequenz (116), welche in
einen pEF4-Vektor kloniert war und im Folgenden als mcl-1-cDNA (complementary DNA)
bezeichnet wird, transfiziert. Zur Kontrolle fiir die Auswirkungen der Transfektion selbst
wurde pEF4 als Leervektor benutzt.

Die Zellen wurden am Vortag der Transfektion in 24-well-Platten ausgesdt. Der
Transfektionsansatz wurde in serumfreiem Medium mit insgesamt 38 pl pro well wie folgt
erstellt: Zu 36,48 pl Medium wurde zuerst vorsichtig 1,4 pl FuGENE-Reagenz zugegeben.
Nach fiinf Minuten Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden 0,38 pug mcl-1-cDNA
einpipettiert, was einem Verhiltnis von 3:1 FuGene zu DNA entsprach. Zur Komplexbildung
von DNA und Reagenz wurde die Losung erneut 15 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Auf jedes well wurde nun je 38 pl Transfektionslosung vorsichtig getropft, die Platten leicht
und vorsichtig geschwenkt und 24 Stunden unter Kulturbedingungen inkubiert. Danach
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erfolgte die SC-58635-Behandlung entsprechend der Fragestellung des Experimentes. Die
Kontrollzellen wurden mit Leervektor bzw. Leermedium parallel zur Transfektion und

SC-58635-Zugabe mitbehandelt.

2.2.11. Adenovirale Transduktion

Die Infektion der Hepatomzellen wurde in der GroBe moi (multiplicity of infection)
angegeben. Dabei entsprach 1 moi einer infektiosen Einheit pro Zelle. Fiir die Berechnung
war die Anzahl der Zellen bei Aussaat maB3igeblich. Es wurde immer darauf geachtet, dass
jede Virenkonzentration, z.B. 3 moi und 6 moi in einem gleichen Volumen, beispielsweise
50 ul, pro well zugegeben wurde. Nach vier Stunden Inkubationszeit unter den bereits
beschriebenen Kulturbedingungen erfolgte ein Mediumwechsel. Am Folgetag wurden die
infizierten Zellen fiir die jeweiligen Versuche verwendet.

In Vorversuchen wurde die am besten wirksame Konzentration Ad fadd A" und Ad B-Gal
austitriert. Hierfiir wurden die Hepatomzellen mit 0,6 moi, 3 moi und 6 moi der jeweiligen
Adenoviren infiziert. Am Folgetag wurde Apoptose mit SC-58635 induziert und nach
48 Stunden in der FACS-Analyse nach Nicoletti-Farbung gemessen (Abb. 16). Zur Kontrolle
wurden nicht infizierte Zellen parallel mitbehandelt. Als Kriterien flir die Infektion mit

Adenoviren ergaben sich folgende Punkte: Die Infektion selbst soll bei den mit
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Abb. 16: Titration von Ad B-Gal und Ad fadd A". Verwendet wurden 0,6 moi, 3 moi und 6 moi. Die Zellen wurden in 24-well-
Platten ausgeséat und am Folgetag mit der entsprechenden Virenlast entsprechend infiziert. Vier Stunden nach Infektion erfolgte
ein Mediumwechsel und am Folgetag wurden die Experimente begonnen. Die Behandlung aller Versuchsansatze dauerte
48 Stunden, danach wurde die Apoptose nach Nicoletti-Farbung in der FACS-Analyse bestimmt. Dargestellt ist jeweils ein

reprasentativer Versuch, von insgesamt drei, mit jeweils drei Einzelproben. A: HepG2. B: HuH-7.
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Kontrollviren infizierten Zellen keine signifikant hohere Grund-Apoptose ausldsen als bei
nicht infizierten Zellen. Aulerdem sollte die SC-58635 induzierte Apoptose ebenfalls auf
einem dhnlichen Niveau stattfinden wie bei den nicht infizierten Kontrollen. Weiterhin
bestand die Annahme, dass FADD A" antiapoptotisch wirkt (s. Kap. 1.8.2.), womit Ad FADD
A" idealerweise keine signifikant hohere Apoptose als die Kontrollviren ausldsen sollte.

Abbildung 16 =zeigt einen reprédsentativen Versuch in HepG2- und HuH-7-Zellen. In
HepG2-Zellen (Abb. 16A) zeigte sich flir 6 moi tendenziell eine leicht erhohte Apoptose der
mit beiden Virentypen infizierten Zellen ohne SC-58635-Behandlung. In HuH-7-Zellen
(Abb. 16B) war die Apoptose der mit 0,6 moi Ad B-Gal infizierten Zellen tendenziell
reduziert. In beiden Zelllinien war demnach die den Kriterien entsprechende Konzentration
bei 3 moi. Unter der Annahme, dass Ad FADD A" antiapoptotisch wirkt (s. Kap. 1.8.2.),
wurden zuletzt die 3 moi durch die deutliche Reduktion der Apoptose in beiden Zelllinien
bestétigt. Somit wurden 3 moi fiir alle Versuche mit Ad FADD A” und dem Kontrollvirus Ad
B-Gal eingesetzt. In simtlichen Experimenten mit Ad FADD A” wurden zur Kontrolle Zellen

mit Ad B-Gal identisch mitbehandelt.

2.2.12. Nachweise auf Proteinebene

2.2.12.1. Nukleire und zytoplasmatische Proteinlysate

Nach dem Waschen der Zellen mit eiskaltem PBS wurden die Zellen mit TritonX-Puffer
abgeschabt, in Reaktionsgefd3e {iberfiihrt und anschlieBend auf Eis 20 Minuten im Puffer
inkubiert, damit die Zellen schwellen und aufbrechen. Im Anschluss wurden die Proben
homogenisiert und 20 Minuten bei 4°C mit 16.000 g zentrifugiert. Der Uberstand stellt die
zytoplasmatische Fraktion dar. Fiir die Proteinbestimmung wurden jeweils 10 pl
abgenommen und das {ibrige Lysat mit 5 x Probenpuffer versetzt, fiinf Minuten bei 99°C

denaturiert und bei -20 °C aufbewabhrt.
2.2.12.2. Mitochondriale Proteinlysate

Die Zellen wurden dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen. Nach Zugabe des Lysepuffers fiir
mitochondriale Proteine wurden die Zellen von der Schale abgeschabt, in Reaktionsgefdl3e
iiberfiihrt und 20 Minuten auf Eis inkubiert. Zur Homogenisierung wurden die Lysate
zehnmal mit einer 20 g-Nadel geschert. Im Anschluss wurden die Proben mit 750 g bei 4°C
kurz zentrifugiert, um Kerne und nicht aufgebrochene Zellen zu entfernen. Der Uberstand

wurde weitere 25 Minuten mit 10.000 g bei 4°C zentrifugiert, wobei sich die mitochondriale
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Fraktion im Pellet absetzte. Dies wurde nochmals mit demselben Puffer geldst und gut
durchmischt. Auch hiervon wurden 10 pl fiir die Proteinbestimmung zuriickgehalten. Zur

Aufbewahrung wurden die Proben aliquotiert und bei -20°C gelagert.
2.2.12.3. Gesamtproteinlysate

Die Zellen wurden dreimal mit eiskaltem PBS gewaschen und mit dem Lysepuffer fiir
Gesamtproteinlysate abgeschabt. Damit die Zellen aufbrechen, wurden die Proben sofort in
fliissigem Stickstoff gefroren. Nach zwei Gefrier- und Auftauzyklen wurden die Lysate bei
16.000 g eine Minute zentrifugiert und der aliquotierte Uberstand fiir die Proteinbestimmung

und die Western-Blotanalyse weiterverwendet bzw. bei -20°C gelagert.
2.2.12.4. Proteinbestimmung

Als Firbereagenz wurde eine saure Protein-Assay-Losung auf der Basis von
Coomassie-Brillant-Blue G-250 verwendet. Bindet der Farbstoff an Protein, dndert sich sein
Absorbtionsmaximum von 465 nm auf 595 nm. Die Losung war fiinffach konzentriert und
wurde 1:5 mit H,O verdiinnt. Zu 5 ml Reagenz wurden 100ul BSA (bovines
Serum-Albumin)-Standard bzw. 10 ul Probe plus 90 pl H,O zugegeben. Die Extinktionswerte
der Doppelproben wurden im Photometer bei einer Wellenlinge von 595 nm als optische
Dichte (OD) bestimmt und der Mittelwert errechnet. Fiir jede Proteinbestimmung aus den
Versuchen wurde eine Eichkurve, welche die optische Dichte {iber dem Proteingehalt der
BSA-Standards darstellt, aufgestellt (s. Abb. 17). Aus der Steigung der Eichgeraden und den

Messwerten der Proben wurde der entsprechende Proteingehalt jeder Probe ermittelt.
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Abb. 17: Beispiel fiir eine Protein-Eichgerade. Die Extinktionswerte bei 595 nm wurden Uber der jeweiligen BSA-Protein-
Konzentration [mg/ml] aufgetragen. Das Excel-Programm errechnete die Steigung mit y = 0,735x + 0,1094. Das
BestimmtheitsmaR R? gibt die Genauigkeit der Steigungsgeraden an. Je genauer die Messpunkte getroffen werden, desto

besser nahert sich R? = 1.
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2.2.12.5. Western-Blotanalyse

SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Je nach Grofle der zu detektierenden Proteine wurden SDS-Gele mit einem unterschiedlich
hohen Acrylamidanteil verwendet. Fiir kleine Proteine bis 20 kDa 15 %, fiir 30 bis 40 kDa
grof3e Proteine 12 %, ab 50 kDa 10 % Acrylamid. Vor dem Beladen der Gele wurden die
Proben auf 20 pg Proteingehalt eingestellt und mit Aqua dest. auf ein Volumen von 10 pl
verdiinnt. Dem wurden 2,5 pl fiinffach Probenpuffer zum Beschweren der Proben
hinzugefligt. Im Anschluss wurden die Proteine 5 Minuten bei 99° denaturiert. Die so
entfalteten einzelstringigen Proteine wandern ihrer Grofe entsprechend durch das Gel. Je
kiirzer die Stringe sind, desto weiter laufen sie durch das Gel und werden spéter im unteren
Bereich sichtbar.

Die Gele wurden in die Elektrophoresekammer eingesetzt, welche mit Laufpuffer so weit
aufgefiillt wurde, bis die Gele leicht bedeckt waren. Dann wurden die Geltaschen mit je 12 pl
pro Probe beladen, entsprechende Proteinkontrollen und ein GréBenmarker wurden ebenfalls
in die angrenzenden Taschen einpipettiert. An die Apparatur wurde zundchst eine Stromstérke
von 15 mA angelegt, bis die Proben das Trenngel erreicht hatten. Die Separation der Proteine
im Trenngel erfolgte iiber Nacht bei einer Stromstérke von 30 mA. Wenn die blau gefirbte
Probenfront den unteren Gelrand erreicht hatte, wurde die Apparatur abgeschaltet und die

Trenngele in Transferpuffer von den Glasplatten abgelost.

Immunoblot

Die elekrophoretisch getrennten Proteine wurden im Anschluss auf eine proteinbindende
Nitrocellulosemembran {ibertragen. Hierfiir wurde die Membran auf die GroBe des Gels
zugeschnitten und zwei Minuten in Methanol eingelegt. Whatmanpapier derselben Grofie
wurde in Transferpuffer getrdnkt. Im Anschluss wurde ein Sandwich aus fiinf Lagen
Whatmanpapier, der Membran, dem Gel und nochmals fiinf Lagen Whatmanpapier gestapelt.
Etwaige Luftblasen wurden vorsichtig mit einer Pipette ausgerollt. Der Proteintransfer
erfolgte in der Semi-dry-Blotkammer mit 1 mA pro cm® fiir 1,5 Stunden.

Zur Uberpriifung, ob die Proteine gleichmiBig auf die Membran transferiert wurden, wurden
sie im Ponceau-S-Fdrbe-Bad optisch dargestellt. Fiir die weitere Detektion wurden die
Membranen mit Aqua dest. gewaschen und fiir 1,5 Stunden in der Blockierungslosung leicht
geschiittelt. Die nun folgende ErstantikOrperinkubation wurde unter leichtem Schiitteln

abhédngig vom jeweiligen Antikorper in unterschiedlichen Puffern, iiber Nacht bei 4°C oder
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fiir zwei Stunden bei Raumtemperatur durchgefiihrt.

Folgende Erstantikdrper wurden verwendet, ihre jeweilige Verdiinnung steht in Klammern:

PBST-Puffer, Raumtemperatur, zwei Stunden: CASP-8 (1:4).

TBST-Puffer, 5 % BSA, Raumtemperatur, eine Stunde: Aktin (1:5.000).

TBST-Puffer, 5 % Magermilchpulver, 4°, Giber Nacht: Bax (1:1.000), Cytochrom-c-Oxidase (1:1.000), COX-2 (1:1.000),
CYT-C (1:1.000), EP1 (1:500),EP2 (1:500).

TBST-Puffer, 5 % BSA, 4°, iiber Nacht: Bid (1:1.000), MCL-1 (1:1.000).

Danach wurden die Membranen dreimal in TBST gewaschen und mit dem entsprechenden
HRP (horseradish peroxidase)-konjugierten Zweitantikdrper unter sanftem Schiitteln eine
Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Hiefiir wurden die folgenden Puffer fiir die
entsprechenden Zweitantikorper mit 5 % Magermilchpulver versetzt. In Klammern sind die

jeweiligen Erstantikdrper angegeben:

PBST-Puffer, Verdiinnung 1:20.000: Anti-Mouse IgG2b (CASP-8 und CYT-C).
TBST-Puffer, Verdiinnung 1:10.000: Anti-Mouse IgM (Aktin).

TBST-Puffer, Verdiinnung 1:2.500: Anti-Mouse IgG (Cytochrom-c-Oxidase).
TBST-Puffer, Verdiinnung 1:2.000: Anti-Rabbit (BAX, BID und MCL-1).

enhanced chemiluminescence (ECL)

Vor der Signaldetektion in der Dunkelkammer wurden die Membranen wiederum dreimal
zehn Minuten mit TBST oder PBST, entsprechend dem Puffer fiir die zweite
Antikorperinkubation, gewaschen. Puffer 1 und 2 fiir die ECL wurden zusammengefiihrt und
sofort fiir exakt eine Minute auf die Membran gegeben. Dabei wird die Oxidation von
Luminol durch die Peroxidase katalysiert. Das entstehende Licht liegt im Bereich der
Sensitivitit ~ blauempfindlicher  Standard-Rontgenfilme. Diese wurden in einer
Rontgenfilmkassette 30 Sekunden, zwei und drei Minuten lang belichtet und in der

Entwicklermaschine entwickelt.

Erneute Inkubation der Membranen

Insgesamt wurden die Membranen hochstens dreimal mit Antikdrpern inkubiert. Eine
Detektion erfolgte zur Kontrolle der Proteinbeladung immer mit Aktin bzw.
Cytochrom-c-Oxidase. Bei der Auswahl der Erstantikorper wurde, wenn moglich, eine
Uberschneidung hinsichtlich der ProteingroBe und/oder der Zweitantikdrper vermieden. Im
Falle von unvermeidbaren Uberschneidungen wurden die Membranen vor einer erneuten

Inkubation mit der Re-Blot-Plus-Losung (Strong Antibody Stripping Solution) 15 bis
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25 Minuten nach dem vom Hersteller angegebenen Protokoll gereinigt. Im Anschluss wurde
die Membran eine Stunde in Blockierungspuffer sanft geschiittelt. Danach konnte ein erneuter

Inkubationszyklus mit Erst- und Zweitantikdrper durchgefiihrt werden.

Auswertung der Bandenstirke, Densitometrie

Die Rontgenfilme wurden zundchst mit Hilfe eines Durchlichtskanners digitalisiert und die
Banden anschlieBend mit der Software AlphaEaseFC 4.0 fir Windows vermessen. Die
ermittelte Bandendicke und Intensitdt der Schwarzfairbung wurde als Zahlenwert dargestellt.
Fir die Ermittlung der tatsdchlichen Konzentration der detektierten Proteine wurden die
Zahlenwerte auf eine gleiche Ladekontrolle, welche mit Aktin bzw. Cytochrom-c-Oxidase
durchgefiihrt wurde, angeglichen. Daflir wurde der Zahlenwert fiir die Ladekontrolle der
unbehandelten Probe (Ladekontrolle Iynbehandelte Probe) jeweils durch den Zahlenwert der
Ladekontrolle N der weiteren Proben geteilt. Dadurch wurde fiir jede auszuwertende
Proteinbande (Ax) der Faktor (Fy) ermittelt, mit dem ihr Zahlenwert zum Ausgleich des
Aktingehalts multipliziert wurde:

(1) Ladekontrolle 1ynbehandelte Probe / Ladekontrolle N = Faktor N (Fx)

Die Multiplikation des Faktors (F) mit dem Zahlenwert der entsprechenden auszuwertenden

Proteinbande (A) ergab den aktinbereinigten Zahlenwert (B):

(2) FN X AN = BN

Fiir die graphische Darstellung wurde B; (unbehandelte Kontrolle) gleich 1 (C;) gesetzt und
die Werte der behandelten Proben entsprechend angeglichen (Cy) mit

(5) B] /BN:CN

Die Werte fir Cy wurden unter den jeweiligen Proteinbanden als Balkendiagramm

dargestellt.
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2.2.13.  Statistische Analysen

Generell wurden sédmtliche in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Experimente wenigstens
dreimal unabhingig voneinander durchgefiihrt. Aus den jeweiligen Einzeldaten der
Behandlungen wurden die Mittelwerte mit der Standardabweichung SD ermittelt. Als
Priifverfahren fiir die statistische Signifikanz wurden der Tukey-Kramer Multiple
Comparisons Test (GraphPad) fliir den Vergleich der Mittelwerte unterschiedlicher
Behandlungen zueinander und ANOVA (SAS und Graphpad) fiir die statistisch signifikante
Anderung eines Kurvenverlaufes z.B. iiber die Zeit (Zeiteffekt) durchgefiihrt. Ein Vergleich
von zwei Kurvenverldufen mit unterschiedlicher Behandlung iiber die Zeit, z.B: Zeiteffekt
und SC-58635-Effekt fiir Kurve I verglichen mit Zeiteffekt und Bleomycineffekt fiir Kurve II,
wurde mit der multivarianten ANOVA (SAS) analysiert. Synergistische Effekte, nach Chou
und Talalay (224) zwischen der SC-58635 Behandlung und chemotherapeutischen
Behandlung wurden mit einer balancierten two-way ANOV A (SAS) getestet (z.B. Abb. 52).
Die statistischen Tests mit der SAS-Software wurden freundlicherweise von PD Dr. T.
Schilling, Innere Medizin I, Universitédtsklinikum Heidelberg, durchgefiihrt. Die Anwendung
des  Tukey-Kramer  Multiple @ Comparisons  Test  (GraphPad-Software)  wurde
dankenswerterweise von Prof. Dr. W. Lehmacher, Institut fiir Medizinische Statistik,
Informatik und Epidemiologie, Universitit Koln, fiir die in der Arbeit relevanten
Fragestellungen bestitigt.

Anmerkung: In der Publikation Kern et al. (195) wurden folgende Abbildungen aus den
Ergebnissen eines einzigen Experimentes stellvertretend fiir drei durchgefiihrte Experimente
gezeigt: Fig. 3 B und C auf S. 7062 und Fig. 5 D auf S. 7064. In der vorliegenden Arbeit
wurden diese Versuche mit Ergebnissen aus mehreren Experimenten gemittelt dargestellt, so
dass dadurch die Mittelwerte und Standardabweichungen etwas unterschiedlich ausfallen.
Dies betrifft Abb. 47 (korrespondierend zu Fig. 3 B der Publikation), Abb. 43 (Fig. 3 C der
Publikation) und Abb. 37 (Fig. 5 D der Publikation). Die Grundaussage der jeweiligen
Experimente bleibt jedoch unverdndert. Abb. 22 und 23 dieser Arbeit beriicksichtigen eine
Zeitspanne von zwolf bis 72 Stunden. Fiir die Vergleichbarkeit der Experimente wurden die
Grundwerte der unbehandelten Kontrollen gleich 2,5 % gesetzt und Daten aus jeweils 2
Experimenten gemittelt. In der Publikation Kern et al. (195) entsprechen diese beiden
Abbildungen Fig. 2 A, welche die Mittelwerte aus drei Experimenten mit dem Grundwert 5 %
wiedergibt. Auch hier ergeben sich ungeachtet der voneinander abweichenden Darstellung

keine Anderungen in der Grundaussage der Versuche.
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3. Ergebnisse

3.1. Expression der Cyclooxygenase-2 in Hepatom-Zellen

Die Cyclooxygenase-2 (COX-2) wird in gesunden Zellen nicht konstitutiv exprimiert,
sondern nur, beispielsweise bei inflammatorischen Prozessen, induziert (15, 16). Die in der
Arbeit verwendeten HCC-Zelllinien HuH-7 und HepG2 zeigten unbehandelt eine deutliche
basale COX-2-Expression. Immunzytologisch kann COX-2 vor allem im perinukledren
Zytoplasma dargestellt werden (Abb. 18A). Im Vergleich zu T47D, einer
Mammakarzinomzelllinie mit sehr schwacher COX-2-Expression, ergab die Western-
Blotanalyse eine bis zu mehr als vierfach hohere Intensitit der COX-2-Banden in den

HCC-Zelllinien (Abb. 18B).
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Abb. 18: Expression von COX-2 in HepG2- und HuH-7-Zellen. A: Immunzytologie fir COX-2 in HepG2- (oben) und HuH-7-
Zellen (unten). Der COX-2-Antikdrper wurde 1:100 verdinnt eingesetzt. Die Kontrolle erfolgte durch Inkubation ohne
Erstantikorper. Die zytoplasmatische Immunreaktivitét fir COX-2 zeigte sich vor allem im perinukledren Zytoplasma. B:
Western-Blotanalyse der COX-2-Proteinexpression. Die densitometrische Auswertung erfolgte nach der Ladekontrolle mit Aktin

und wurde als Intensitat der Bandenstarke angegeben, wobei die COX-2-Expression von T47D = 1 gesetzt wurde( [T47D = 1]).
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Damit konnte die konstitutive Expression von COX-2, dem Zielprotein des selektiven
COX-2-Inhibitors SC-58635, in den Hepatomzellen demonstriert werden.

PGE,, ein Endprodukt des Prostaglandinstoffwechsels steuert COX-2 abhingig als Ligand
spezifisch Prostaglandinrezeptoren (EP1 bis EP4) an, wodurch der ERK-Signalweg zur
Angiogenese, oder der PI3K/AKT-Weg zur Proliferation und zur weiteren Induktion der
COX-2 tiiber second messenger aktiviert werden konnen (21). Zudem ist die Weiterleitung
antiapoptotischer Signale tiber PI3K/AKT in die Tumorgenese involviert (21, 225).

Die Western-Blotanalyse zeigte eine basale Expression der Rezeptoren EP1 und EP2 in

beiden unbehandelten Zelllinien (HepG2, HuH-7) (Abb. 19).
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Abb. 19: Expression der Prostaglandinrezeptoren EP1 und EP2 in HepG2- und HuH-7-Zellen. Western-Blotanalyse der
EP1 (links)- und EP2 (rechts)-Proteinexpression.

So konnte ergéinzend zur COX-2-Expression auch die Expression der Prostaglandinrezeptoren

EP1 und EP2 in den untersuchten Hepatomzellen gezeigt werden (vgl. dazu auch (226).
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3.2 SC-58635 vermittelte Apoptoseinduktion
Zundchst wurde die Dosis-Wirkungs-Beziehung von SC-58635 auf die relative

Lebendzellzahl (Zellvitalitdt) mittels MTT-Test zu verschiedenen Zeitpunkten iiberpriift.
Dazu wurden die Hepatom-Zellen mit 10, 25, 50, 100, 200 und 400 pM SC-58635 jeweils
6, 12, 24, 48 und 72 Stunden behandelt. Zusdtzlich wurde eine mdogliche apoptotische
Wirkung von DMSO, dem Losungsmittel fiir SC-58635, in der maximalen Konzentration von
0,8 %, was einer Behandlung mit 400 uM SC-58635 entspricht, kontrolliert.

SC-58635 fiihrte in beiden Zelllinien zu einer dosis- und zeitabhingigen Reduktion der
vitalen Zellzahl. Ab zwolf Stunden Behandlung induzierten 100 pM SC-58635 im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle eine signifikante Reduktion der Zellvitalitit von HepG2- und
HuH-7-Zellen (Abb. 20 21). Die DMSO-Kontrolle der
DMSO-Konzentration einer 100 pM-SC-58635-Losung zeigte erst nach 48 Stunden

u. mit vierfachen

(Abb. 20D u. 21D) eine gewisse Zytotoxizitét.
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Abb. 20: Dosis-Wirkungs-Beziehung von SC-58635 gemessen an der relativen Anzahl lebender HepG2- Zellen
(Zellvitalitat). HepG2-Zellen wurden mit 0, 10, 25, 50, 100, 200 und 400 yM SC-58635 behandelt. D bezeichnet die
Maximalkonzentration des Lésungsmittels DMSO (0,8 %) bei 400 uM SC-58635. A: 6 Stunden. B: 12 Stunden. C: 24 Stunden.
D: 48 Stunden. E: 72 Stunden. In der Auswertung wurden jeweils zwei Experimente pro Zeit mit je n = 6 pro Konzentration
berticksichtigt. Der Mittelwert der unbehandelten Kontrolle wurde auf jeweils 100 % gesetzt. In der statistischen Auswertung
(Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test) wurde jeweils der erste Mittelwert mit einem signifikanten Unterschied zur

unbehandelten Kontrolle angegeben. Dabei entsprechen *** P< 0,001.
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Abb. 21: Dosis-Wirkungs-Beziehung von SC-58635 gemessen an der Zellvitalitét (relative Anzahl lebender Zellen) von
HuH-7-Zellen. Die Behandlung der Zellen und Auswertung der Experimente erfolgte wie in Abb. 20 beschrieben. A: 6 Stunden.
B: 12 Stunden. C: 24 Stunden. D: 48 Stunden. E: 72 Stunden. *** P< 0,001.

Die Abnahme der Zellvitalitit ist jedoch nur ein allgemeiner Hinweis auf eine
Zellschiadigung, welche beispielsweise auf Nekrose oder Apoptose zuriickgefiihrt werden
kann. Bei der therapeutischen Anwendung von SC-58635 soll zur Schonung des Organismus
bevorzugt eine Apoptose der Krebszellen erreicht werden. Im Gegensatz dazu wiirden bei
einem nekrotischen Absterben der Zellen verstirkt inflammatorische Prozesse im
umliegenden Gewebe induziert werden.

Die Apoptoseexekution durch selektive COX-2-Blockade mit SC-58635 wurde mit Hilfe der
Nicoletti-Farbung néher spezifiziert (Abb. 22 u. 23). Hierbei wurden die Zellmembranen mit
Nicoletti-Puffer fiir Propidiumjodid, das sich in die DNA einlagert, durchldssig gemacht.
Wird die DNA bei Apoptose degradiert, kann sich der Farbstoff zunehmend schlechter
einlagern und die Fiarbung wird schwicher. In der FACS-Analyse wurden die schwicher

gefirbten, apoptotischen Zellen in der Auswertung als Apoptose [%] dargestellt.
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Abb. 22: Dosis-Wirkungs-Beziehung von SC-58635 (0, 10, 25, 50, 100, 200 und 400 pM) auf die relative Anzahl der
Apoptoseereignisse (Nicoletti-Farbung) in HepG2-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. D bezeichnet die
Maximalkonzentration DMSO (0,8 %) bei 400 yM SC-58635. A: 6 Stunden. B: 12 Stunden. C: 24 Stunden. D: 48 Stunden.
E: 72 Stunden. In der Auswertung wurden jeweils zwei Experimente mit je n = 3 pro Konzentration berlcksichtigt. Fir eine
bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde der Mittelwert der jeweils unbehandelten Kontrolle auf 2,5 % gesetzt. In der
statistischen Auswertung (Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test) wurde jeweils der erste Mittelwert mit einem signifikanten

Unterschied zur unbehandelten Kontrolle (0 uM SC-58635) angegeben. Dabei entsprechen *** P< 0,001.

Wie in den MTT-Tests wurde auch bei der Apoptoseexekution eine dosis- und zeitabhéngige
Wirkung von SC-58635 beobachtet (Abb. 22 u. 23). Damit konnte die Abnahme der
Zellvitalitit auf eine apoptotische Wirkung durch selektive COX-2-Blockade zuriickgefiihrt
werden. Wie bei den Vitalititstests lag auch hier in beiden Zelllinien die wirksamste
Konzentration ab zwolf Stunden bei 100 pM SC-58635 (Abb. 22A u. 23A). DMSO selbst
hatte keinen Einfluss auf die Apoptose.

Mittels DAPI-Farbung von HepG2- und HuH-7-Zellen wurde die Apoptose nach 48 Stunden
100 uM SC-58635-Behandlung morphologisch dargestellt. In Abb. 24 ist kondensiertes
Chromatin, ein Merkmal von apoptotischen Verdnderungen, in den Zellkernen der

behandelten Zellen anhand der leuchtend hellblauen Farbung zu erkennen.
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Abb. 23: Dosis-Wirkungs-Beziehung von SC-58635 (0, 10, 25, 50, 100, 200 und 400 pM) auf die relative Anzahl der
Apoptoseereignisse (Nicoletti-Farbung) in HuH-7-Zellen zu unterschiedlichen Zeitpunkten. Die Behandlung und
Auswertung der Experimente entspricht der Beschreibung zu Abb. 22. A: 6 Stunden. B: 12 Stunden. C: 24 Stunden. D: 48
Stunden. E: 72 Stunden. *** P< 0,001.
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Abb. 24: DAPI-Farbung der mit SC-58635 behandelten Zellen nach 48 Stunden. Kondensiertes Chromatin ist in den
apoptotischen Zellen nach Anregung des Farbstoffes im UV-Bereich leuchtend blau gefarbt. A: HepG2. B: HuH-7.

Zusammenfassend konnte belegt werden, dass die selektive COX-2-Inhibition mit SC-58635
in den untersuchten HCC-Zelllinien Apoptose auslost. Aufgrund der Ergebnisse aus den
MTT-Tests und den Nicoletti-Férbungen wurde in der vorliegenden Arbeit fiir die weiteren
Untersuchungen, wenn nicht anders erwéhnt, 100 uM SC-58635 als Standardkonzentration

verwendet.
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3.3. Aktivierung von Caspasen wihrend der selektiven COX-2-Blockade durch
SC-58635

Caspasen leiten in erster Linie Apoptosesignale in der Zelle weiter (84). Dazu zéhlen die
Initiator-Caspasen CASP-2, -8, -9 und -10 und die Effektor-Caspasen CASP-7, -3 und -6 (83).
Im Falle der Apoptoseexekution, wie sie nach selektiver COX-2-Blockade gezeigt wurde,
sollte dementsprechend die Aktivitdt von Caspasen nachweisbar sein. Gleichzeitig kann iiber
die Identifizierung der beteiligten Caspasen eine erste Eingrenzung der beschrittenen
Signalwege erfolgen. So steht die upstream gelegene CASP-8, welche am DISC-Komplex
aktiviert wird (92), stellvertretend fiir den extrinsischen Signalweg. Dagegen gibt eine
mogliche Beteiligung der am Apoptosom rekrutierten CASP-9 (93) einen Hinweis auf die
Aktivierung des intrinsischen Signalweges iiber die Mitochondrien. Die downstream gelegene
Effektor-CASP-3 stellt einen Knotenpunkt, an dem der ex- und intrinsische Signalweg
zusammentreffen, dar (83, 84). Zudem bestitigt ihre Aktivierung generell die Beteiligung der
Caspasen und zeigt auch die Weiterleitung des Apoptosesignals an den Nukleus an (86, 87).
Auf dieser Grundlage wurden CASP-8, CASP-9 und CASP-3 auf ihre mogliche Aktivierung
nach selektiver COX-2-Inhibition hin untersucht. Dieser Test erfolgte liber die Bestimmung
der enzymatischen Aktivitidt der CASP-3, CASP-8 und CASP-9 iiber ihre entsprechenden mit
Fluoreszenzfarbstoff markierten Spaltprodukte. Dabei entsprach der CASP-3-Aktivierung die
Spaltung des DEVD-AFC-Substrates, der CASP-8-Aktivierung die Spaltung des
IETD-AFC-Substrates und der CASP-9-Aktivierung die Spaltung des LEHD-AFC-Substrates.
Die erste Messung erfolgte bereits nach zwei Stunden, da in fritheren Studien eine rasche
Spaltung von CASP-3 und CASP-9 gezeigt werden konnte (45). Die zweite Messung erfolgte
in Anlehnung an die Apoptosestudien und Zellvitalitétstest nach 24 Stunden.

Der Aktivierungstest ergab eine erhohte enzymatische Aktivitdit der CASP-3, CASP-8 und
CASP-9 nach selektiver COX-2-Blockade in HepG2-Zellen (Abb. 25). Dabei wurden die
beiden Initiator-Caspasen in den ersten zwei Stunden am stdrksten aktiviert (Abb. 25B und
C). Die Spaltprodukte der Effektor-Caspase-3 nahmen am stérksten von zwei bis 24 Stunden
SC-58635 Behandlung zu (Abb. 25A). Auch in HuH-7-Zellen wurden CASP-3, CASP-8 und
CASP-9 aktiviert, wobei alle drei Caspasen innerhalb der ersten zwei Stunden nach selektiver

COX-2-Blockade am aktivsten waren (Abb. 26).
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Abb. 25: Nachweis der erhohten (n-fach) enzymatischen Aktivitdt der Caspasen in HepG2-Zellen nach zwei und 24
Stunden SC-58635-Behandlung (100 pM). Das bei der Spaltung der jeweils spezifischen, mit AFC gekoppelten,
Caspasensubstrate freigesetzte Fluorochrom wurde fluorometrisch bei 505 nm bestimmt. A: vier- und 18-fache Aktivierung der
CASP-3 entsprechend der Spaltung des DEVD-AFC Substrates. B: funf- und neunfache Aktivierung der CASP-8 entsprechend
der Spaltung des IETD-AFC Substrates. C: zweifache Aktivierung der CASP-9 entsprechend der Spaltung von LEHD-AFC.
Dargestellt wurden die Mittelwerte aus zwei unabhangigen Experimenten mit jeweils n = 3. Die statistische Auswertung des
Zeiteffektes (Kurvenverlauf) erfolgte mittels ANOVA,* entspricht P< 0,0001.

In beiden Zelllinien bewirkte also die selektive COX-2-Blockade die Spaltung der CASP-3,
Casp-8 und Casp-9 (Abb. 25 und 26).
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Abb. 26: Nachweis der erhohten (n-fach) enzymatischen Aktivitat der Caspasen in HuH-7 nach zwei und 24 Stunden
SC-58635-Behandlung (100 uM). Die Beschreibung und statistische Auswertung entspricht der Beschreibung zu Abb. 25.
A: funf- und siebenfache Aktivierung der CASP-3 entsprechend der Spaltung des DEVD-AFC Substrates. B: 14- und 18-fache
Aktivierung der CASP-8 entsprechend der Spaltung des IETD-AFC Substrates. C: 1,8- bis 2,1-fache Aktivierung der CASP-9
entsprechend der Spaltung von LEHD-AFC. * entspricht P< 0,0001.

Dieses Ergebnis wurde in einem funktionellen Test mit der Inhibition der jeweiligen Caspasen
unter Verwendung der folgenden Inhibitoren weiter verifiziert: genereller Caspaseinhibitor
Z-VAD-FMK (ZVAD), CASP-3-Inhibitor (C3I), CASP-8-Inhibitor (C8I), sowie
CASP-9-Inhibitor (C9I). Nach zwolf Stunden Vorbehandlung mit den aufgefiihrten

Inhibitoren wurde mit SC-58635 Apoptose induziert und diese nach 24 Stunden gemessen. In
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beiden Zelllinien fiihrte die Inhibition der Caspasen bei gleichzeitiger SC-58635-Behandlung
zu einer signifikanten (P < 0,05) Apoptosereduktion (Abb. 27), womit die Aktivierung der
CASP-8, CASP-3 und CASP-9 bei der SC-58635 induzierten Apoptose funktionell bestétigt

werden konnte.
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Abb. 27: Funktioneller Nachweis der Caspasenbeteiligung an der SC-58635 vermittelten Apoptose. Die Zellen wurden
zwdlf Stunden mit jeweils 50 uM des entsprechenden Caspaseinhibitors (Cl) vorbehandelt, nach Zugabe von 100 uM SC-58635
wurde nach 24 Stunden die Apoptose mittels Nicoletti-Farbung gemessen. A: HepG2 B: HuH-7. Die statistische Auswertung
von drei unabhangigen Versuchen mit jeweils n = 3 erfolgte mit dem Wilcoxon's Test, * entsprechen P< 0,05. Verglichen wurden
die Werte der Kombinationsbehandlung mit der SC-58635-Behandlung (100 uM).

Bei ihrer Aktivierung werden die Caspasen durch proteolytische Spaltung der Pro-Caspase in
kleinere Untereinheiten getrennt (84), welche auf Proteinebene gezeigt werden konnen. In
Vorarbeiten wurde bereits die frithe Spaltung der CASP-3 und CASP-9 in der
Western-Blotanalyse belegt (45). Zur Ergdnzung wurde die Rekrutierung der aktiven gro3en
Untereinheit (41/42 kDa) und der Gehalt der Initiator-Caspse-8 mit voller Lange (55/57 kDa)
in der Western-Blotanalyse dargestellt (227). Der bisher gewihlte kleinste Zeitraum von zwei
Stunden selektiver COX-2-Blockade wurde nun in weitere kleinere Zeiteinheiten (fiinf und
30 Minuten, sowie eine Stunde) als Kinetik der Caspasenspaltung erfasst. Dies zeigt mogliche
frithe Schritte der durch SC-58635 ausgeldsten Apoptoseexekution weit vor der messbaren
Apoptose ab zwolf Stunden Behandlungsdauer.

In HepG2-Zellen war die Konzentration der aktiven Untereinheit der CASP-8 bereits flinf
Minuten nach SC-58635-Behandlung im Vergleich zur Kontrolle verdoppelt (Abb. 28 A) und
nach einer Stunde verdreifacht. Der Gehalt der vollen Linge der Pro-Caspase entsprach in
etwa dem Kontrollwert. In HuH-7-Zellen nahm der Gehalt der Spaltprodukte ab
Behandlungsbeginn kontinuierlich auf das fiinffache des Fiinf-Minuten-Wertes zu, wéihrend

der Gehalt der Pro-Caspase auf Hohe des Kontrollwertes blieb (Abb. 28B).
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Abb. 28: Aktivierung der CASP-8 in HepG2- und HuH-7-Zellen wahrend finf Minuten bis 2 Stunden SC-58635-
Behandlung (100 pM). Western-Blotanalyse der Gesamtproteinlysate fur die volle Lange (v.L.) der Pro-Caspase-8 bei 55/57
(oben) und die gespaltene aktive groRe Untereinheit (cl. CASP-8) bei 41/43 kDa (unten). Die densitometrische Auswertung
erfolgte nach der Ladekontrolle mit Aktin und wurde als Intensitat der Bandenstarke angegeben, wobei die Expression der v.L
CASP-8 fur K (unbehandelte Kontrolle) und der cl. CASP-8 fur den funf Minuten-Wert = 1 gesetzt wurde. A: HepG2. B: HuH-7.

So konnte parallel zu den vorangegangenen Tests (Abb. 25 bis 27) und in Ergénzung zu den
Vorarbeiten (45) die CASP-8-Spaltung in der Western-Blotanalyse ebenfalls dargestellt
werden.

Zusammenfassend betrachtet filhrte die durch SC-58635 induzierte selektive
COX-2-Blockade in Hepatom-Zellen zu einer Aktivierung der Initiator-Caspasen-8 und -9,
sowie der Effektor-Caspase-3. Dies geschah sehr rasch innerhalb der ersten zwei Stunden
SC-58635 Behandlung, also weit vor der messbaren Apoptose, welche erst nach zwdlf
Stunden erfasst wurde. Da die Aktivierung der CASP-8 mit den Todesrezeptorkomplexen
assoziiert ist, weist ihre Beteiligung an der Apoptoseexekution auf die Einbeziehung des
extrinsischen Apoptoseweges hin. Downstream der CASP-8 bieten sich fiir die Weiterleitung
des Apoptosesignals zwei Alternativen an: Einmal wire die von CASP-8 direkt ausgeiibte
Aktivierung der CASP-3 denkbar. Als weitere Mdglichkeit kommt der intrinsische Signalweg
iiber die Mitochondrien, mittels Translokation von tBID, in Betracht, auf den auch die
Aktivierung der CASP-9 hinweist.

Aufgrund der frithen Einleitung der Apoptoseexekution wurde fiir die weitere Untersuchung

der apoptotischen Signalwege immer auch der Zeitraum von zwei Stunden Behandlungsdauer
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erfasst. Eine Ausnahme hiervon wurde bei den Apoptose-Analysen gemacht, da diese eine

iiber mindestens zwolf Stunden dauernde Behandlung erforderten.

3.4. Charakterisierung des mitochondrien-vermittelten, intrinsischen Signalweges

nach spezifischer COX-2-Inhibition durch SC-58635 in Hepatom-Zellen

3.4.1. Einfluss der SC-58635-Behandlung auf das mitochondriale Membranpotential

Werden im Verlauf der Apoptose die Mitochondrien aktiviert, driickt sich dies durch die
Depolarisation des Membranpotentials (‘) der Mitochondrien-Membran aus (103). Dadurch
werden die Membranen permeabel fiir eine Reihe apoptotischer Proteine, wie beispielsweise
CYT-C oder DIABLO (direct 1AP binding protein with low pl) (101). CYT-C aktiviert
zusammen mit APAF-1 am Apoptosom ProCASP-9, deren Beteiligung nach selektiver COX-
2-Blockade gezeigt wurde (Kap. 3.3) (93-95).

In HepG2- und HuH-7-Zellen wurde eine mogliche Potentialinderung nach SC-58635
induzierter Apoptose mit Hilfe der JC-1- und DiOCq(3)-Féarbung in der FACS-Analyse erfasst
(s. dazu Kap. 2.2.7.2. und 2.2.7.3.). Dafiir wurde, im Hinblick auf die Ergebnisse zur
Caspasenaktivierung (Abb. 25 und 26), den ersten zwei Stunden der SC-58635-Behandlung
besondere Aufmerksamkeit geschenkt.

Innerhalb dieser Zeit erfolgte in beiden Zelllinien ein signifikanter Anstieg der flir die
Potentialinderung entsprechend positiv gefirbten Zellen (Abb. 29). Die rasche
Depolarisierung der Mitochondrienmembran, welche anhand beider Firbetechniken gezeigt
werden konnte, war sowohl in HepG2- als auch in HuH-7-Zellen bereits nach einer Stunde

messbar.
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Abb. 29: Anderung des Membranpotentials wihrend ein bis zwei Stunden SC-58635-Behandlung (100 pM) von
HepG2-und HuH-7-Zellen. Pro Zelllinie wurde die JC-1- und DiOCg(3)-Farbung durchgefiihrt. Entsprechend der jeweiligen
Farbung bei depolarisiertem Membranpotential wurde die relative Zellzahl in % Uber der SC-58635-Konzentration aufgetragen
(JC-1 [%] bzw. DIOC'6'(3) [%]). In allen Abbildungen wurden jeweils zwei Versuche mit je sechs Einzelproben berlicksichtigt.
Die statistische Auswertung des SC-58635-Effektes in Abhangigkeit von der Zeit erfolgte mit dem Tukey-Kramer Multiple
Comparisons Test. * fir P< 0,05; ** fur P< 0,01; *** fir P< 0,001. A: HepG2. Die jeweils unbehandelte Kontrolle K wurde zum

Vergleich der beiden Farbungen gleich 10 % gesetzt. B: HuH-7. Die unbehandelte Kontrolle wurde jeweils gleich 5 % gesetzt.

Erginzend hierzu konnte in einem weiteren Experiment eine dosisabhiingige Anderung des

Membranpotentials ab 50 pM SC-58635 innerhalb einer Stunde beobachtet werden (Abb. 30).
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Abb. 30: Dosisabhingige Anderung des Membranpotentials wihrend einer Stunde SC-58635-Behandlung (50 und
100 pM) von HepG2- und HuH-7-Zellen. In der Auswertung wurden fir jede Zelllinie und Farbung jeweils zwei unabhangige
Experimente mit jeweils sechs Einzelproben beriicksichtigt. Die Ergebnisse wurden fur einen besseren Vergleich als Aktivierung
angegeben, wobei die Kontrollwerte jeweils gleich 1 gesetzt wurden. Die statistische Analyse wurde mit ANOVA durchgefihrt;

* fir P< 0,001. A: Fir die Depolarisierung der Membran positiv gefarbte Zellen mit DiOCg(3)-Farbung. B: Zellen mit

JC-1-Monomeren als Indikator fir die Depolarisierung der Mitochondrienmembran.
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Somit wurde die Mitochondrienmembran, sehr rasch und zeitnah zur Aktivierung der
Caspasenkaskade, innerhalb von zwei Stunden selektiver COX-2-Blockade, depolarisiert.
Zudem konnte in beiden Firbungen die Anderung des Membranpotentials wihrend der
SC-58635 induzierten Apoptose gezeigt werden.

Die Depolarisierung der Mitochondrienmembran steht in engem Zusammenhang mit der
Porenbildung durch die Membranen (103, 104). BAX, ein pro-apoptotisches Protein der
BCL-2-Familie, ist nun in der Lage, Kanile in der d&u3eren Mitochondrienmembran zu bilden
(137, 138). Seine Rolle bei der Apoptoseexekution durch die selektive COX-2-Blockade wird
in Kap. 3.4.4.2. weiter behandelt. Der auf die Depolarisation folgende CYT-C-Ausstrom wird
in Kap. 3.4.3. charakterisiert.

Ob die SC-58635 induzierte Apoptoseexekution an den Mitochondrien in unmittelbarem
Zusammenhang zur COX-2-Blockade steht, sollte der folgende Versuch beispielhaft
veranschaulichen. HuH-7-Zellen wurden mit SC-58635 behandelt und gleichzeitig PGE,, das
Endprodukt des Prostaglandinstoffechsels (17), zugegeben. Wenn die COX-2-Inhibierung
eine direkte Rolle in der SC-58635 induzierten Apoptosevermittlung hat, sollte die Zugabe
des Endproduktes des COX-2 katalysierten Prostaglandinstoffwechsels, PGE,, die
Apoptosewirkung autheben.

Die FACS-Analyse der mit JC-1 gefiarbten HuH-7-Zellen zeigte diesen Zusammenhang
deutlich. Die positiv gefarbten Zellen nahmen mit SC-58635 und exogener PGE,-Behandlung
im Vergleich zu SC-58635 behandelten Zellen signifikant ab (Abb. 31). SC-58635 induzierte
Apoptose in Hepatomzellen ist demnach auch auf einen direkten COX-2 inhibierenden Effekt

zurickzufiihren.
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Abb. 31: PGE; verhindert die SC-58635 abhdngige Depolarisierung der Mitochondrienmembran in HuH-7-Zellen. Die
Zellen wurden eine Stunde gleichzeitig mit 100 uM SC-58635 und 3 upg/ml PGE, (45) behandelt. Die Anderung des
Membranpotentials wurde durch JC-1-Farbung in der FACS-Analyse gemessen. Die Daten stellen die Mittelwerte von zwei
unabhangigen Messungen mit je n = 6 dar. Der Vergleich der Kontrollbehandlung ohne und mit SC-58635 ergab P< 0,001 (***),
der Unterschied der SC-58635-Behandlung alleine und in Kombination mit PGE; ergab P< 0,01 (**) (Tukey-Kramer Multiple

Comparisons Test).



3. Ergebnisse 68

3.4.2. Einfluss von CASP-8 und CASP-3 auf die Depolarisierung des

mitochondrialen Membranpotentials

Da CASP-8 und CASP-3 aktiv an der Apoptoseexekution beteiligt waren (Kap. 3.3.), wurde
nachfolgend ihr Einfluss auf die Aktivierung der Mitochondrien analysiert. Denn die
upstream der Mitochondrien gelegene CASP-8, so die Vorstellung, wiirde iiber die Spaltung
von BID letztendlich die Mitochondrien aktivieren (144). CASP-3 konnte iiber die
proteolytische Spaltung von MCL-1, wodurch dieses Protein proapoptotische Eigenschaften
iibernimmt, ebenfalls die Permeabilisierung der Mitochondrien beeinflussen (129). Wiirde
dies zutreffen, sollte demnach die Inhibition der CASP-8 bzw. CASP-3 eine Reduktion der
Mitochondrienaktivierung bewirken. Wiirde CASP-3 aber ausschlielich downstream der
Mitochondrien agieren, diirfte das Membranpotential durch die Blockade der CASP-3 nicht
beeinflusst werden.

Analog zur Untersuchung der Caspasenaktivierung und der Anderung des Membranpotentials
wurden die Hepatomzellen zwei Stunden mit SC-58635 mit und ohne Caspaseinhibitoren
behandelt. Im Anschluss wurden die Zellen fiir die FACS-Analyse mit DiOCq(3) gefdrbt. Die
Untersuchung ergab einen signifikanten Riickgang der SC-58635 induzierten
Potentialdinderung durch Inhibition der CASP-8 und CASP-3 (Abb. 32A und B). Durch den
Einsatz beider Caspaseinhibitoren blieben die Werte fiir die Potentialinderung ungefihr auf

dem Wert der jeweiligen Kontrolle ohne SC-58635-Zugabe in HepG2- und HuH-7-Zellen.
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Abb. 32: Funktioneller Nachweis der Caspasenbeteiligung an der SC-58635 vermittelten Anderung des
mitochondrialen Membranpotentials. Die Zellen wurden zwdolf Stunden mit jeweils 50 pyM des entsprechenden
Caspaseinhibitors (Cl) zwolf Stunden vorbehandelt. 100 uM SC-58635 wurde im Anschluss fur zwei Stunden zugegeben. Die
Anderung des Membranpotentials wurde mit der DiOCy(3)-Farbung dargestellt. Zellen mit schwacherer Farbung wurden als
DiOCq(3) [%] Uber den entsprechenden Behandlungen aufgetragen. Die Ergebnisse wurden fiir jede Zelllinie aus jeweils drei
unabhangigen Versuchen mit je n = 6 gemittelt. Die statistische Auswertung erfolgte nach dem Tukey-Kramer Multiple
Compatrisons Test. Die Angaben Uber den Kombinationsbehandlungen bezeichnen die statistische Signifikanz im Vergleich zur
Behandlung mit 100 yM SC-58635 alleine. A: HepG2. **, P< 0,01 und C8l ***, P<0,001. B: HuH-7. ***, P< 0,001.



3. Ergebnisse 69

Damit war die Mitochondrienaktivierung nach selektiver COX-2-Inhibition in Hepatomzellen

von CASP-8 und der downstream der Mitochondrien gelegenen CASP-3 beeinflusst.

3.4.3. SC-58635 induzierte CYT-C-Freisetzung aus den Mitochondrien ins
Zytoplasma

Die Depolarisation der Mitochondrienmembran bewirkt die Offaung der Membranen,
wodurch CYT-C aus den Mitochondrien ins Zytoplasma freigesetzt wird (103). Im
Zytoplasma schlieBlich bildet CYT-C mit APAF-1 und Pro-CASP-9 das Apoptosom, welches
im Zusammenspiel mit ATP/dATP CASP-9 aktiviert (93-95). Sowohl die Aktivierung und
Beteiligung der CASP-9 (Abb. 25 bis 27) als auch die Depolarisation der
Mitochondrienmembran (Abb. 29 und 30) konnten in der vorliegenden Arbeit belegt werden.
Dementsprechend sollte durch SC-58635-Behandlung der CYT-C-Gehalt im Zytoplasma der
Hepatomzellen zunehmen, wihrend sich der Gesamtgehalt des Proteins nicht &ndert.

Zur Uberpriifung dieser Annahme wurde eine Western-Blotanalyse des Gesamtproteins und
des zytoplasmatischen Proteins fiir CYT-C durchgefiihrt. Dafiir wurden die Zellen jeweils
fiinf und 30 Minuten sowie eine Stunde mit SC-58635 behandelt.

Ein Blick auf die Gesamtproteinfraktion zeigte den CYT-C-Status wihrend einer Stunde
selektiver COX-2-Blockade unverdndert (Abb. 33A). In der zytoplamatischen Fraktion
dagegen wurde die Akkumulation von CYT-C bereits eine Stunde nach Apoptoseinduktion
mit SC-58635 sichtbar (Abb. 33B). Dabei war der CYT-C-Gehalt viermal hoher als in der
unbehandelten Kontrolle. Damit konnte die Zunahme von CYT-C im Zytoplasma zeitnah zur

Aktivierung der Mitochondrien veranschaulicht werden.
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Abb. 33: CYT-C-Freisetzung ins Zytoplasma nach einer Stunde selektiver COX-2-Blockade (100 uM SC-58635) von
HuH-7-Zellen. Western-Blotanalyse der Geamtproteinfraktion und der zytoplasmatischen Proteinfraktion. Die densitometrische
Auswertung erfolgte nach der Ladekontrolle mit Aktin und wurde als Intensitat der Bandenstarke angegeben, wobei der CYT-C-

Gehalt von K (unbehandelte Kontrolle) = 1 gesetzt wurde. A: Gesamtprotein. B: zytoplamatische Proteinfraktion .
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3.4.4. Analyse pro- und antiapoptotischer Proteine der BCL-2-Familie nach
selektiver COX-2-Blockade

Zur BCL-2-Familie gehoren sowohl pro- als auch antiapoptotische Proteine, welche im
Zusammenspiel einen wichtigen Einfluss auf das Geschehen an den Mitochondrien ausiiben
(109). Die bisherigen Ergebnisse wiesen auf die Beteiligung von Vertretern dieser
Proteinfamilie hin. Die Vermeidung der Depolarisierung der Mitochondrienmembranen mit
C8I implizierte eine Vermittlerrolle von BID zwischen CASP-8 und den Mitochondrien. Die
Depolarisierung der Mitochondrienmembranen mit der verbundenen CYT-C-Freisetzung
deutete auf die Beteiligung von BAX als Porendffner der mitochondrialen Membran bei der
Apoptoseexekution. Schliellich wies die Spaltung der CASP-3 verbunden mit ihrem Einfluss
auf die upstream gelegenen Mitochondrien auf eine Beteiligung von MCL-1 als moglichem

Substrat der Caspase hin.

3.4.4.1. Rolle des antiapoptotischen MCL-1 bei der SC-58635 induzierten Apoptose

Bei Apoptoseinduktion wird das antiapoptotische MCL-1 aufgrund der Aktivitdt
proapoptotischer Proteine, wie BOPs vom Typ I und II, aus seiner Bindung mit BAK
herausgelost (122, 123). Dadurch kann MCL-1 proteasomal abgebaut werden (107, 110) und
die Abnahme von MCL-1 im Laufe der Apoptoseexekution wire die Folge. Zudem fordert
der hohe turn-over von MCL-1 selbst, die Abnahme des Proteins (113). Wiirde MCL-1 durch
CASP-3 gespalten werden, hitte dies ebenfalls die Abnahme der vollen Lange zur Folge. Da
MCL-1 in den Mitochondrien lokalisiert ist, wurde sein Proteingehalt zundchst mit Hilfe der
Western-Blotanalyse der mitochondrialen Proteinfraktion nach Apoptoseinduktion mit
SC-58635 dargestellt. Die Probenahme erfolgte nach fiinf und 30 Minuten, sowie nach einer,
zwel, vier, sechs, zwolf und 24 Stunden.

Die Kinetik veranschaulichte die Abnahme von MCL-1 in den Mitochondrien der
Hepatomzellen wéhrend 24 Stunden SC-58635-Behandlung (Abb. 34). Parallel zur
CASP-3-Aktivitdt, welche innerhalb von zwei Stunden bereits bis zu fiinf mal hoher als in
unbehandelten Zellen war (Abb. 25 u. 26), nahm MCL-1 innerhalb dieses Zeitraumes auf
weniger als 50 % der Ausgangskonzentration ab. In den folgenden 22 Stunden blieb der
MCL-1-Gehalt in HepG2-Zellen in etwa auf gleichem Niveau erhalten (Abb. 34A). Dagegen
nahm MCL-1 in HuH-7-Zellen zwar leicht zu, das Ausgangsniveau wurde aber nicht

iiberschritten (Abb. 34B).
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Abb. 34: Abbau von MCL-1 in den Mitochondrien wédhrend 24 Stunden SC-58635-Behandlung (100 uM). Die
densitometrische Auswertung erfolgte nach der Ladekontrolle fiir die mitochondriale Fraktion mit Cytochrom-c-Oxidase. Dabei

wurde die MCL-1-Expression von K (unbehandelte Kontrolle) als Intensitat der Bandenstarke mit K = 1 angegeben. A: HepG2.
B: HuH-7.

Dagegen stellte sich MCL-1, aufgrund seiner Zunahme in den ersten 30 Minuten, im
Gesamtprotein in beiden Zelllinien, anders dar. Wahrend der ndchsten 30 Minuten wurde der
Gehalt um ca. 50 % des Anfangswertes reduziert, mit abnehmender Tendenz iiber die
folgenden 23 Stunden (Abb. 35). Somit konnte eine kurzzeitige Gegenregulierung von MCL-
1 nach Apoptoseinduktion mit SC-58635 auf Proteinebene im Gesamtzelllysat gezeigt
werden. Gleichzeitig wurde MCL-1 in den Mitochondrien, dem eigentlichen Wirkungsort,
von Beginn der SC-58635-Behandlung an abgebaut. Dennoch konnte auch hier eine leichte

Gegenregulation zu spdteren Zeitpunkten, zwischen vier und zwolf Stunden, beobachtet

werden.
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Abb. 35: Gesamtproteingehalt von MCL-1 wihrend 24 Stunden SC-58635-Behandlung (100 uM). Die densitometrische
Auswertung erfolgte nach der Ladekontrolle mit Aktin und wurde als Intensitdt der Bandenstdrke angegeben, wobei die
MCL-1-Expression von K (unbehandelte Kontrolle) = 1 gesetzt wurde. A: HepG2. B: HuH-7.
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Der Abbau von MCL-1 kénnte neben dem hohen turn-over auch auf eine mégliche Spaltung
durch CASP-3 zuriickgefiihrt werden (113, 228). In diesem Fall wirkt das Spaltprodukt von
MCL-1 proapoptotisch (129) und eine MCL-1-Uberexpression sollte die SC-58635 induzierte
Apoptose verstiarken. Andererseits wiirde demnach eine MCL-1-Inhibition wéhrend der
selektiven COX-2-Blockade antiapoptotisch wirken.

Zuerst wurde der Einfluss von MCL-1 auf die Apoptoseexekution iiber die Inhibition der
Proteinsynthese mittels siRNA fiir mcl-1 dargestellt. Als Kontrolle fiir die siRNA selbst
diente in den Experimenten eine siRNA, die gegen das, in humanen Zellen nicht vorhandene,
gfp-Gen gerichtet war. Erwartungsgemdl3 war, wie die Western-Blotanalyse demonstrierte,
deren Einfluss auf die MCL-1-Synthese zu vernachldssigen (Abb. 36). Wéhrend die
MCL-1-Expression in HuH-7-Zellen zu ca. 75 % unterdriickt wurde (Abb. 36B), war MCL-1
in HepG2-Zellen nach Zugabe von siRNA gegen mcl-1 in der Western-Blotanalyse nicht
mehr nachweisbar (Abb. 36A). Die so transfizierten Zellen wurden 24 Stunden mit SC-58635
behandelt und im Anschluss die Apoptose mit der Nicoletti-Férbung in der FACS-Analyse

ermittelt. Genetisch unmanipulierte Zellen wurden parallel als Kontrolle mitbehandelt.
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Abb. 36: MCL-1-Expression nach Transfektion von siRNA gfp und siRNA mcl-1. Die densitometrische Auswertung erfolgte
nach der Ladekontrolle mit Aktin (A) bzw. B-Tubulin (B) und wurde als Intensitat der Bandenstarke angegeben, wobei die

MCL-1-Expression von K (unbehandelte Kontrolle) = 1 gesetzt wurde. A: HepG2.. B: HuH-7.

Die Transfektion mit siRNA gfp hatte keine Auswirkungen auf die Apoptose, wie der
Vergleich mit nicht transfizierten Zellen ergab (Abb. 37). Die verminderte MCL-1-Expression
in HuH-7-Zellen fithrte im Vergleich zu den Zellen mit transfizierter siRNA gfp zu einer
signifikanten Apoptosesteigerung von 22 % auf 29,5 % (Abb. 37B). In HepG2-Zellen
bewirkte die fehlende MCL-1-Expression ebenfalls eine signifikante Erhohung der Apoptose
von 23 % auf 37 % (Abb. 37A). Dadurch wurde zum einen eine MCL-1-Abhéngigkeit in der
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SC-58635 induzierten Apoptoseexekution demonstriert, andererseits bestitigte die Zunahme

der Apoptose aufgrund der MCL-1-Inhibierung die antiapoptotischen Eigenschaften dieses

Proteins.
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Abb. 37: Die Inhibierung von antiapoptotischem MCL-1 durch Transfektion mit siRNA mcl-1 fiihrt wahrend 24 Stunden
SC-58635-Behandlung mit 100 uM zu einer signifikanten Apoptosesteigerung im Vergleich zur Kontrolle mit siRNA gfp.
Die hier dargestellten Ergebnisse wurden aus vier Versuchen mit je n = 3 gemittelt. Die statistische Auswertung erfolgte nach
dem Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test. Die statistischen Angaben beziehen sich auf den Vergleich der Behandlungen
mit 100 uM SC-58635 siRNA gfp und mit siRNA mcl-1 transfizierter Zellen, wobei P< 0,05 (*) A: HepG2.. B: HuH-7.

Erginzend zur Blockade der MCL-1-Synthese wurde MCL-1 mittels Transfektion der
entsprechenden cDNA {iberexprimiert, als Kontrolle diente der Leervektor pEF4.
Exemplarisch wurde die MCL-1-Uberexpression in der Western-Blotanalyse an
HepG2-Zellen gezeigt (Abb. 38C). Die FACS-Analyse fiir die Apoptose bei Uberexpression
wurde analog zum vorhergehenden Versuch, jedoch tiber 48 Stunden durchgefiihrt.

Nach 48 Stunden selektiver COX-2-Blockade ergaben die Messungen eine signifikante
Reduktion der Apoptose in beiden Hepatomzelllinien, wenn MCL-1 im Uberschuss
exprimiert wurde (Abb. 38A und B). In Erginzung zu den Versuchen mit mcl-1-siRNA
belegte dieses Ergebnis ebenfalls die Abhingigkeit der Apoptosevermittlung von MCL-1 und
bestitigte seine antiapoptotische Funktion. Wiirde MCL-1 durch CASP-3 in ein
proapoptosisches Produkt gespalten, miisste eine Expressionsverstirkung von MCL-1 pro-
und nicht antiapoptosisch wirken.

Zusammenfassend beeinflussten sowohl die Blockade als auch die Uberexpression von
MCL-1 die SC-58635 induzierte Apoptoseexekution nachhaltig. Damit wurde die Beteiligung
von MCL-1 in der Apoptosevermittlung nach selektiver COX-2-Inhibition mittels SC-58635
in Hepatomzellen deutlich. Die antiapoptotische Funktion von MCL-1 blieb, den Ergebnissen
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Abb. 38: Uberexpression von Mcl-1 durch Transfektion von mcl-1-cDNA fiihrt innerhalb 48 Stunden
SC-58635-Behandlung mit 100 uM zu einer signifikanten Apoptosereduktion im Vergleich zur Kontrolle mit Leervektor.
A (HepG2) und B (HuH-7): FACS-Analyse nach Nicoletti-Farbung. Pro Zelllinie wurden zwei Versuche mit je n = 3 ausgewertet.
Die statistische Auswertung des MCL-1-Effektes erfolgte nach der multivarianten ANOVA, wobei P< 0,05 (*).
C: Western-Blotanalyse der MCL-1-Expression nach Transfektion mit pEF4/mcl-1 und dem Kontrollvektor pEF4. Die
densitometrische Auswertung erfolgte nach der Ladekontrolle mit Aktin und wurde als Intensitat der Bandenstarke angegeben,
wobei die MCL-1-Expression von K (unbehandelte Kontrolle) = 1 gesetzt wurde.

gemil, erhalten, womit MCL-1 als Substrat der CASP-3 — mit pro-apoptotischem
Spaltprodukt (129) — ausgeschlossen werden musste. Demnach wurde der CASP-3-Einfluss

auf die Mitochondrien, wie er in Kap. 3.4.2. demonstriert wurde, nicht {iber MCL-1 ausgetibt.

3.4.4.2. Translokation von BAX an die Mitochondrien

Wihrend der Exekution der Apoptoseexekution kann BAX als stabiles Dimer an das
Mitochondrium translozieren, wo es oligomerisiert wird und sich mit seiner
Transmembrandomine an den Porenproteinen der Mitochondrienmembran anlagert (135).
Dadurch werden die Poren in der Membran gedftnet (108, 137, 138), die in Kap. 3.4.3.

beschriebene Cytochrom-c-Freisetzung ist die Folge.
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Die Western-Blotanalyse des Gesamtproteinlysats beider Hepatomzelllinien demonstrierte
zundchst einen unverdnderten BAX-Status widhrend 24  Stunden  selektiver
COX-2-Blockade (Abb. 39).
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Abb. 39: Unverdnderter BAX-Gesamtstatus widhrend 24 Stunden SC-58635-Behandlung (100 pM). Western-Blotanalyse
des Gesamtproteins. Die densitometrische Auswertung erfolgte nach der Ladekontrolle mit Aktin und wurde als Intensitat der

Bandenstarke angegeben, wobei die BAX-Expression von K (unbehandelte Kontrolle) = 1 gesetzt wurde. A: HepG2. B: HuH-7.

Dagegen ergab die Analyse der mitochondrialen Proteinfraktion eine achtfache Zunahme von
BAX in HepG2-Zellen und war bis zu dreifach in HuH-7-Zellen iiber 24 Stunden. Bereits
nach fiinf Minuten in HepG2-Zellen (Abb. 40A) und nach einer Stunde in HuH-7-Zellen
(Abb. 40B) war der BAX-Gehalt an den Mitochondrien veroppelt. Somit konnte mit Hilfe der

Western-Blotanalyse eine rasche Translokation von BAX an die Mitochondrien in beiden

Zelllinien gezeigt werden.
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Abb. 40: Anreicherung von BAX an den Mitochondrien wahrend 24 Stunden SC-58635-Behandlung (100 uM).

Western-Blotanalyse der mitochondrialen Proteinfraktion. Die densitometrische Auswertung erfolgte nach der Ladekontrolle mit
Cytochrom-c-Oxidase fur die mitochondriale Fraktion. Dabei wurde die BAX-Expression von K (unbehandelte Kontrolle) als
Intensitat der Bandenstarke mit K = 1 angegeben. A: HepG2. B: HuH-7.
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3.4.4.3. Translokation von BID an die Mitochondrien

Die Aktivierung der CASP-8, Translokation von BAX an die Mitochondrien und
Depolarisierung der Mitochondrienmembranen wiesen auf die Beteiligung von BID nach
SC-58635 induzierter Apoptose hin. Die iiber die Todesrezeptoren aktivierte CASP-8 spaltet
BID (22kDa) — auch als Vollingen-BID (v.L.BID) bezeichnet —, welches als tBID (15 kDa)
zum Mitochondrium transloziert, wo es BAX oligomerisiert (88, 136, 145, 150).

Somit wurde die Detektion von tBID in der Western-Blotanalyse der mitochondrialen
Proteinfraktion erwartet. In den hier untersuchten Hepatomzellen stellte sich die Rolle von
BID jedoch anders dar. Wahrend 24 Stunden SC-58635-Behandlung, welche in engmaschige
Zeitabstinde unterteilt waren, konnte tBID, bei 15 kDa, in den beiden untersuchten
Proteinfraktionen weder in HepG2- noch in HuH-7-Zellen detektiert werden (Abb. 41 und 42
jeweils A und B).
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Abb. 41: Western-Blotanalyse von v.L.BID (22 kDa) und tBID (15 kDa) innerhalb 24 Stunden SC-58635 Behandlung von
HepG2-Zellen. Die densitometrische Auswertung erfolgte nach der jeweiligen Ladekontrolle und wurde als Intensitat der
Bandenstarke angegeben, wobei die BID-Expression von K (unbehandelte Kontrolle) = 1 gesetzt wurde. A: Analyse des
Gesamtproteins mit der Positivkontrolle fir tBID und Ladekontrolle fir Aktin. B: Darstellung der mitochondrialen Proteinfraktion

mit der Ladekontrolle Cytochrom-c Oxidase.
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Die Analyse der jeweiligen mitochondrialen Proteinfraktionen ergab eine erhohte
v.L.BID-Konzentration nach 30 Minuten in HepG2-Zellen und innerhalb von zwei Stunden in
HuH-7-Zellen (Abb. 41B und 42B). Dagegen blieb v.L.BID (22 kDa) im Gesamtprotein
unreguliert (Abb. 41A und 42A). Die Ergebnisse weisen somit auf eine Verlagerung von
v.L.BID an die Mitochondrien, womit eine direkte Aktivierung von BID durch die
proteolytische Spaltung mittels CASP-8 ausgeschlossen ~ werden  konnte
(s. Kap. 3.3.).
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Abb. 42: Western-Blotanalyse von v.L.Bid (22 kDa) und tBID (15 kDa) in HuH-7-Zellen innerhalb 24 Stunden
SC-58635-Behandlung. Die densitometrische Auswertung erfolgte wie zu Abb. 41 beschrieben. A: Analyse des
Gesamtproteins mit der Ladekontrolle fur Aktin. Rechts: Positivkontrolle fir tBID. B: Mitochondriale Proteinfraktion mit der

Ladekontrolle Cytochrom-c Oxidase.

Insgesamt zeigten die untersuchten BCL-2-Familienmitglieder eine rasche Dynamik bereits
ab fiinf Minuten bis zwei Stunden nach selektiver COX-2-Blockade mittels SC-58635. Dies
wiederum erfolgte parallel zur frithen Aktivierung der CASP-3, CASP-8 und CASP-9, der
raschen Depolarisation der Mitochondrienmembran und der daraus folgenden

Cytochrom-c-Freisetzung ins Zytoplasma.
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3.5. Charakterisierung des extrinsischen Signalweges nach SC-58635 induzierter
Apoptose

In Kapitel 3.3. konnte die Aktivierung und damit Spaltung der CASP-8 nach selektiver
COX-2-Blockade belegt werden. Da diese Aktivierung autoproteolytisch iiber die
Protein-Protein-Interaktion von FADD mit dem Vorlduferprotein der CASP-8, der
ProCASP-8, geschieht (92), war die Beteiligung des extrinsischen Signalweges denkbar.
Denn FADD steht als Adapterprotein des DISC-Komplexes und des "TRADDosoms" zentral

im extrinischen, iiber die Todesrezeptoren vermittelten Signalweg (156).

3.5.1. Beteiligung von FADD wihrend der SC-58635 induzierten Apoptose

Aufgrund seiner zentralen Stellung in den Todesrezeptorsystemen (156) gibt eine funktionelle
Analyse von FADD Aufschluss iiber eine grundsitzliche Beteiligung des extrinsischen
Signalweges an der Apoptoseexekution. Werden Todesrezeptoren durch selektive
COX-2-Inhibition angesprochen, sollte demnach eine Blockade von FADD die
Apoptosesensitivitit der Zellen deutlich reduzieren. Hierfiir wurde ein fadd A’-Gen
(s. Kap. 2.1.4.) mittels adenoviralem Gentransfer, mit einer Virenlast von 3 moi, in die
Hepatomzellen eingebracht. Das daraus resultierende Genprodukt ist ein FADD-Protein ohne
DED, wodurch es nicht mehr mit CASP-8 in Protein-Interaktion treten kann. Zur Kontrolle
des Infektionseffekts wurde ein Parallelansatz mit einem adenoviralen Kontrollvektor,
welcher das fiir die Hepatomzellen funktionsfreie lac-z-Gen fiir B-Gal enthielt, durchgefiihrt.
Dem wurde gleichzeitig die SC-58635-Wirkung an genetisch unmanipulierten Zellen
gegeniibergestellt. Zur besseren Darstellung der Apoptosereduktion wurde die
SC-58635-Behandlung auf 48 Stunden ausgedehnt. Die Apoptose aller drei Ansdtze wurde in
der FACS-Analyse nach Nicoletti-Farbung gemessen.

Der Vergleich der Apoptose genetisch unmanipulierter Zellen und mit Ad B-Gal infizierten
Zellen zeigte keinen Einfluss auf das Apoptosegeschehen durch die Infektion selbst
(Abb. 43A und B). Dagegen nahm in beiden Zelllinien die Apoptose der FADD blockierten
Zellen im Vergleich zu den mit Kontrollvektor infizierten Zellen um 33 % (HepG2 und 45 %
(HuH-7) signifikant ab (Abb. 43A und B).

Die Versuche zur Blockade von FADD konnten somit die funktionelle Beteiligung dieses
wichtigen Adaptorproteines in den Todesrezeptorsystemen wéhrend der Apoptoseexekution

nach selektiver COX-2-Blockade zeigen.
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Abb. 43: Inhibition von FADD durch adenoviralen Gentransfer mit fadd A- verringert die Apoptose nach 48 Stunden
SC-58635-Behandlung signifikant im Vergleich zu den Kontrollzellen mit Ad B-Gal. Die Zellen wurden mit jeweils 3 moi
Adenoviren, welche entweder fadd A" oder den Kontrollvektor mit B-Gal enthielten, transfiziert. Zur Kontrolle wurde ein
Parallelansatz an unmanipulierten Zellen durchgefiihrt. Die Behandlungszeit mit 100 yM SC-58635 betrug 48 Stunden. Die
Ergebnisse wurden fir jede Zelllinie aus jeweils drei unabhangigen Versuchen mit je n = 3 gemittelt. Die statistische
Auswertung erfolgte nach dem Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test. Der P-Wert bezieht sich auf den Vergleich der

SC-58635 behandelten Zellen mit Ad fadd A" im Vergleich zu den Kontrollzellen mit Ad B-gal. *** P<0,001. A: HepG2..
B: HuH-7.

3.5.1.1. Einfluss von FADD auf die Mitochondrien

Da CASP-8 schon einen erheblichen Einfluss auf die Apoptoseexekution {iber
die Mitochondrien ausiibte (Abb. 32), wurde analog dazu die Auswirkung
der FADD-Inhibition auf das mitochondriale Membranpotential bestimmt. Dafiir wurden
HepG2- und HuH-7-Zellen analog zur vorangegangen Untersuchung der Apoptosesensitivitat
mit Ad fadd A™- und Ad B-Gal infiziert. Zur besseren Darstellung einer moglichen Blockade
der Membrandepolarisierung wurden die Zellen statt zwei Stunden 24 Stunden lang mit
SC-58635 behandelt. Die Anderung des Membranpotentials wurde mit der DiOC¢(3)-Férbung
in der FACS-Analyse dargestellt.

Wie Abb. 44 zeigt, wurde das Mitochondrienpotential beider Zelllinien durch die Inhibition
von FADD beeinflusst. Dabei wurde die Depolarisierung des Membranpotentials in
HepG2-Zellen zu einem Sechstel, in HuH-7-Zellen um mehr als die Hélfte reduziert. Somit
wurde eine Verbindung des nach selektiver COX-2-Blockade induzierten
Apoptosesignalwegs von den Todesrezeptorsystemen zu den Mitochondrien gezeigt.
Gleichzeitig wurde damit auch der CASP-8-Einfluss auf die Mitochondrien, wie er in Kapitel
3.4.2. beschrieben wurde, indirekt bestatigt.



3. Ergebnisse 80

A HepG2 B HuH-7

— 40 * — m

= 30 =

= 1 [ ] Ad B-Gal 5 2

e MAdfadds & o

Q 10 Q .

o

S o - o W .
0 100 0 100
SC-58635 [UM] SC-58635 [UM]

Abb. 44: FADD A" reduziert die Aktivierung der Mitochondrien. Die Zellen wurden mit jeweils 3 moi Adenoviren, welche
entweder fadd A" oder den Kontrollvektor mit B-Gal enthielten, transfiziert und im Anschluss 24 Stunden mit SC-58635
behandelt. Die Darstellung der Anderung des Membranpotentials erfolgte mittels DiOCs(3)-Férbung. Zellen mit schwécherer
Farbung wurden als DiOCg(3) [%] Uber der Konzentration von SC-58635- aufgetragen. Die Ergebnisse wurden fur jede Zelllinie
aus jeweils zwei unabhangigen Versuchen mit je n = 6 gemittelt. Die statistische Auswertung erfolgte nach dem Tukey-Kramer
Multiple Comparisons Test. Der P-Wert bezieht sich auf den Vergleich der SC-58635 behandelten Zellen mit Ad fadd A" im
Vergleich zu den Zellen mit Ad B-Gal. A: HepG2. P< 0,05 (*). B: HuH-7. P< 0,001 (***).

3.5.2. Kinetik der Todesrezeptoren an der Zellmembran

Die Beteiligung von FADD bei der Apoptoseexekution durch SC-58635 liel generell auf die
Beteiligung des extrinsischen Weges iiber die Todesrezeptoren schlieBen. Werden die
Todesrezeptoren durch Apoptosesignale angesprochen, translozieren sie aus dem
Golgi-System, in welchem sie als Vorrat internalisiert vorliegen, an die Membranoberfliche
(151-155). Dort werden die Rezeptoren oligo- bzw. trimerisiert, worauthin sich nun ihre
entsprechenden Liganden, anti-Apo-1 (Ligand fiir CD95), TRAIL und TNFa, anlagern
konnen (163, 164, 168). Ein weiteres Regulativ ist die transkriptionelle Expression der
Todesrezeptoren, welche aber zusitzliche Reaktionszeit in Anspruch nimmt. In den folgenden
Versuchen wurde die Rekrutierung der Todesrezeptoren CD95, TRAIL-R1 und -R2, sowie
TNF an die Zellmembran in der FACS-Analyse erfasst. Hierfir wurden die
membranstindigen Rezeptoren CD95, TNF-R1 und TRAIL-R1 und -R2 mit ihren jeweils
spezifischen Erstantikorpern inkubiert und anschlieBend iiber Zweit- und fluoreszierende
Drittantikorper gefirbt. Die SC-58635-Behandlung erfolgte iiber 24 Stunden mit der
Standardkonzentration 100 uM zur Untersuchung der raschen Apoptosevermittlung, wie sie
bisher in der Arbeit gezeigt wurde.

In den unbehandelten Zellen beider Zelllinien war TRAIL R2 zu 50 % (HepG2) bis 60 %
(HuH-7) an der Membran vertreten (Abb. 45 u. 46 jeweils A u. B). Auffallend war die hohe
Prasenz (iiber 70 %) von TNF-R1 in HuH-7-Zellen (Abb. 45B und 46B) wéhrend seine

membrandre Expression in HepG2-Zellen unter 20 % lag. Dagegen war CD95 in
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HepG2-Zellen drei mal mehr prisent als in HuH-7-Zellen.

In beiden Zelllinien war die Kinetik der membrandren Expression der Rezeptoren unter der
Einwirkung von 100 uM SC-58635 signifikant (Abb. 45). Eine Ausnahme hiervon bildete der
CDO95-Rezeptor in HuH-7-Zellen, der iiber den gesamten Zeitraum unverdndert und wenig
prisent an der Zelloberfliche war (Abb. 45B). Dagegen nahm CD95 innerhalb der ersten zwei
Stunden an der MembranauB3enseite der HepG2-Zellen zu (Abb. 45A). Nach 24 Stunden hatte
die CD95-Expression wieder die Ausgangskonzentration an der Zelloberfliche erreicht.
TRAIL-R2 nahm in der ersten Stunde SC-58635-Behandlung ab und stabilisierte sich im
Anschluss wieder auf dem Niveau der Rezeptorkonzentration der unbehandelten Zellen.
TNF-R1 und TRAIL-R1 wurden im Gegensatz dazu, beginnend mit der selektiven
COX-2-Inhibition, kontinuierlich internalisiert (Abb. 45A). In HuH-7-Zellen wurde
TRAIL-R2 schon in der ersten Stunde hochreguliert und danach internalisiert, wogegen die
TNF-R1 Expression von Anfang an kontinuierlich von 72 % auf 2,5 % abnahm. TRAIL-R1

wurde dagegen nur moderat internalisiert (Abb. 45B). Die starke Prdsenz iiber 24 Stunden
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Abb. 45: Kinetik der Todesrezeptoren an der Zellmembran iiber 24 Stunden SC-58635 Behandlung mit 100 pM.
FACS-Analyse der gefarbten Todesrezeptoren CD95, TNF, TRAIL-R1 und -R2 an der Zelloberflache. Dargestellt sind die positiv
gefarbten Zellen Uber der Zeit. Die statistische Auswertung des Zeiteffektes (Kurvenverlauf) erfolgte mittels ANOVA.
P < 0,05 (*); P< 0,01 (**);P < 0,001 (***). Gemittelt wurden die Ergebnisse aus drei unabhangigen Experimenten mit jeweils
n = 3. A: HepG2. B: HuH-7.

von TRAIL-R2 und CD95 an der Zelloberfliche von HepG2-Zellen gab damit auch einen
Hinweis auf eine mdgliche Beteiligung von p53. Das Tumorsuppressorprotein ist ein
Transkriptionsfaktor dieser beiden Todesrezeptoren. Aullerdem war die Regulierung der
CD95-Rezeptorexpression an der Zelloberfliche nur mit WT p53 und nicht mit mutiertem

p53, wie in HuH-7-Zellen, moglich.
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Zusammenfassend betrachtet, wurden alle Todesrezeptoren, mit Ausnahme von CD95 in
HuH-7-Zellen, schon innerhalb der ersten zwei Stunden SC-58635-Behandlung an der
Zellmembran reguliert. Dabei war die Oberflichenexpression von CD95 in HepG2-Zellen
und die Abnhame von TNF-R1 in HuH-7-Zellen besonders auffillig. Ein weiteres Merkmal
von HuH-7-Zellen war die Passivitit des CD95-Rezeptors, moglicherweise aufgrund der
p53-Mutation. In HepG2-Zellen war die Oberflachenexpression von CD95 und TRAIL-R2

nach 24 Stunden wieder auf ihrem Ausgangsniveau.

3.5.3. Einfluss von SC-58635 auf die Sensitivitit der Todesrezeptoren fiir ihre

entsprechenden Liganden

Insgesamt wurde der Einfluss der selektiven COX-2-Inhibiton auf die Kinetik der
membrandren Expression der Todesrezeptoren deutlich. Daher wurde weiter gepriift, ob
SC-58635 die Todesrezeptoren fiir ihre korrespondierenden Liganden sensitiviert.

Die Sensitivitdt der Todesrezeptoren an der Zellmembran wurde nun durch Zugabe der
entsprechenden Liganden im Vergleich zur Kombination des Liganden mit 100 pM SC-58635
getestet. Dabei wurden anti-Apo-1 als Ligand fiir CD95, TNFa fiir TNF-R1 und LZ-TRAIL
fiir TRAIL-R1 und -R2 eingesetzt. Die Anlagerung des korrespondierenden Liganden an den
membranstindigen Todesrezeptor flihrt zur Weiterleitung des Apoptosesignals iiber das
jeweils angesprochene Rezeptorsystem (vgl. (192)). Damit erfolgt die Rezeptorstimulierung
iiber die Liganden selektiv, wihrend SC-58635 die Rezeptorsysteme unselektiv beeinflusst,
wie in Kap. 3.5.2. gezeigt wurde (s. Abb. 45). Kombiniert man aber SC-58635 mit dem
Liganden, wird die Apoptoseexekution, zusétzlich zur SC-58635 vermittelten, hauptsidchlich
iber das mit dem jeweiligen Liganden ausgewdhlte Rezeptorsystem bevorzugt. Die
resultierende Apoptose wurde nach 24 Stunden Behandlung in der FACS-Analyse nach
Nicoletti-Farbung gemessen.

Abbildung 46 veranschaulicht die Sensitivierung der Rezeptorsysteme durch selektive
COX-2-Inhibition  anhand der verursachten = Apoptose. Verglichen mit der
SC-58635-Behandlung alleine und mit der Behandlung mit den Liganden ergab die
Kombination von SC-58635 mit den Liganden eine signifikante Apoptosesteigerung. Eine
Ausnahme hiervon stellte die Kombination von anti-Apo-1 und SC-58635 in HuH-7-Zellen
dar (Abb. 46B). Hierbei unterschied sich die Apoptosewirkung des CD95-Liganden und
dessen Kombination mit SC-58635 nur unwesentlich von der Kontrollbehandlung.
Dementsprechend erzeugte die CD95-Stimulierung in HuH-7-Zellen keine Apoptose und die
Kombination mit SC-58635 spiegelte einen reinen SC-58635-Effekt wider.
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Abb. 46: Sensitivierung der Todesrezeptoren mit 100 uM SC-58635 (24 Stunden). Stimulierung der Todesrezeptoren mit
ihren spezifischen Liganden: anti-Apo-1 fur CD95, TNFa fir TNF-R1 und LZ-TRAIL fur TRAIL-R1 und -R2. Bei der
Kombinationsbehandlung wurden Liganden und SC-58635 gleichzeitig fir 24 Stunden zugegeben. Die Ergebnisse wurden flr
jede Zelllinie aus jeweils drei unabhangigen Versuchen mit je n = 3 gemittelt. Die statistische Auswertung erfolgte mit dem
Tukey-Kramer Multiple Comparisons Test. Der P-Wert bezieht sich auf den Vergleich der Kombinationsbehandlung (schwarz)
mit der Behandlung des entsprechenden Liganden alleine (weif3). P< 0,05 (*), P< 0,01 (**), P< 0,001 (***). A: HepG2.
B: HuH-7.

AbschlieBend verdeutlichten die vorgestellten Ergebnisse in Kapitel 3.5.2. und 3.5.3. die
Beteiligung des extrinsischen Weges bei der SC-58635 induzierten Apoptose sowohl durch
die Regulierung der Oberflichenexpression der Todesrezeptoren als auch durch die

Sensitivierung der Todesrezeptorsysteme.

3.6. Einfluss der selektiven COX-2-Blockade, durch SC-58635, auf die Wirkung

von Chemotherapeutika in Hepatomzellen

In neueren Arbeiten wurde die MCL-1-Expression in humanem HCC-Gewebe gezeigt. Damit
einhergehend inhibierte eine erhohte MCL-1-Expression die chemotherapeutisch induzierte
Apoptose in HCC-Zellen (116, 229). Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit demonstrierten
die MCL-1-Abhédngigkeit wahrend der selektiven COX-2-Inhibition. Ergénzend konnte ein
rascher Abbau von MCL-1 durch SC-58635 belegt werden. Daher erschien eine Erh6hung der
Chemosensitivitdt der Hepatomzellen durch die selektive COX-2-Blockade mit SC-58635
wahrscheinlich. Fiir die Analyse der Chemosensitivitit wurde eine Kombinationsbehandlung
der Hepatomzellen mit SC-58635 und den Zytostatika Bleomycin, Doxorubicin und
Mitoxantron iiber 48 Stunden durchgefiihrt. Die eingesetzten Konzentrationen waren jeweils
nah an der therapeutisch relevanten Konzentration und dem zehnfachen davon (160, 212,

213).
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Die FACS-Analyse nach Nicoletti-Farbung belegte tatséchlich in beiden Zelllinien eine
signifikante Zunahme der Tumorzellapoptose, wenn Bleomycin, Mitoxantron oder
Doxorubicin mit SC-58635 kombiniert wurden (Abb. 47 und 48). Zudem ergab die
Kombination von SC-58635 mit Bleomycin oder mit Doxorubicin einen synergistischen
Effekt nach Chou und Talalay (224) in HepG2- und HuH-7-Zellen (Abb. 47A u. B und
48A u. B).
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Abb. 47 SC-58635 sensitiviert HepG2-Zellen fiir die chemotherapeutisch induzierte Apoptose. Die Behandlung der
Zellen erfolgte mit Zytostatika [ug/ml] alleine (Kontrolle) und in Kombination mit 100 uM SC-58635 fur 48 Stunden. Dargestellt
wurden die Mittelwerte aus zwei Versuchen mit jeweils n = 3. Mit der balanced two way ANOVA wurde ein mdglicher
synergistischer Effekt (nach Chou und Talalay (224)) fur die Kombination von SC-58635 mit Bleomycin, Doxorubicin oder
Mitoxantron getestet. P< 0,05 (**), aufgefihrt oben links im jeweiligen Diagramm. Der Verlauf der Apoptose fur die
Kombinationsbehandlung im Vergleich zum Verlauf der Kontrollbehandlung mit den Zytostatika alleine wurde mit MANOVA
getestet. P< 0.0001 (*), Angabe am Graphen fir die Kombinationsbehandlung (schwarze Punkte). A: Bleomycin.

B: Doxorubicin. C: Mitoxantron.

Weiter war in HepG2- und HuH-7-Zellen die Wirkung der jeweils hoheren Dosis der
Chemotherapeutika selbst sehr schwach im Vergleich zur Behandlung mit SC-58635 alleine
(Abb. 47 und 48). Da die Effekte in beiden Zelllinien sehr dhnlich waren, erscheint eine
Abhingigkeit von WTp53 bzw. mut.p5S3 unwahrscheinlich. Die Ergebnisse verweisen
aulerdem auf die Moglichkeit der Reduktion der Zytostatika, wenn sie mit SC-58635
kombiniert werden. So kdnnte derselbe chemotherapeutische Effekt erzielt werden, wenn in
Kombination mit SC-58635 das Zytostatikum deutlich reduziert wird. Dies wire im Hinblick
auf die Senkung von chemotherapeutisch induzierten Nebenwirkungen von grolem Nutzen

fiir Tumorpatienten.
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Abb. 48: SC-58635 sensitiviert HuH-7-Zellen fiir die chemotherapeutisch induzierte Apoptose. Die Behandlung und

Auswertung erfolgte analog zur Beschreibung zu Abbildung 47. A: Bleomycin. B: Doxorubicin. C: Mitoxantron.

3.6.1. Behandlung von priméiren Hepatozyten mit SC-58635 alleine und in

Kombination mit Zytostatika

Fiir eine klinische Anwendung von SC-58635 sollte aber zusitzlich die Wirkung auf gesundes
Gewebe ausgeschlossen werden konnen. Stellvertretend dafiir wurde in PHHs ein
Parallelversuch analog zu den eben besprochenen Behandlungen (Abb. 47 und 48)
durchgefiihrt.

Eine Kombinationsbehandlung mit SC-58635 und Chemotherapeutika zeigte keinerlei
synergistischen Effekt bezogen auf den apoptotischen Zelltod von PHHs (Abb. 49).
Auflerdem war die Auswirkung der selektiven COX-2-Blockade und der Behandlung mit
Zytostatika meist unter 20 % Apoptose iiber 48 Stunden. Damit lag die Apoptose weit unter
den Werten in den Hepatomzellen, wie ein Vergleich mit den Abbildungen 47 und 48 ergibt.
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Abb. 49: Die Chemosensitivitat wird nach selektiver COX-2-Inhibition in PHHs nicht erhoht. Die Behandlung primarer
Hepatozyten wurde analog zur Beschreibung zu Abbildung 47 und 48 durchgefiihrt. Zur Verfligung standen Zellen von zwei
verschiedenen Spendern. Von jedem Spender wurde je ein Versuch mit n = 3 in die Auswertung miteinbezogen. Die balanced
two way ANOVA ergab P< 0,67. Die spontane Apoptoserate der PHH-Zellen betrug 45 % (Daten nicht gezeigt). A: Bleomycin.

B: Doxorubicin. C: Mitoxantron.
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Somit konnte eine selektive Wirkung der COX-2-Blockade und der durch SC-58635 erhdhten

Chemosensitivitdt auf Hepatomzellen gezeigt werden.

3.6.2. Beteiligung des extrinischen Signalweges in Hepatomzellen bei der

Kombinationsbehandlung von SC-58635 mit Chemotherapeutika

Im Folgenden wurde getestet, ob die mittels SC-58635 in Kombination mit Zytostatika
erhohte Apoptose iiber den extrinsischen Signalweg vermittelt wird. Daflir wurden
HepG2- und HuH-7-Zellen analog zu den in Kapitel 3.5.1. beschriebenen Experimenten mit
einem Ad fadd A-Expressionsvektor oder dem Ad B-Gal-Kontrollvektor infiziert. Die Zellen
mit Kontrollvektor wurden parallel zu den vorangegangenen Versuchen (Abb.47 und 48) mit
SC-58635, Bleomycin, Doxorubicin oder Mitoxantron behandelt und die Apoptose bestimmit.
Dem wurde die Apoptose der Zellen mit FADD A-Uberexpression wihrend der
Kombinationsbehandlung gegeniibergestellt.

Der Vergleich ergab eine signifikante Reduzierung der SC-58635 mediierten Sensitivierung
gegeniiber chemotherapeutisch induzierter Apoptose fiir alle getesteten Zytostatika in beiden

Zelllinien (Abb. 50 und 51).
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Abb. 50: FADD A- reduziert die SC-58635 mediierte Chemosensitivitdt in HepG2-Zellen. Die Behandlung erfolgte mit
Zytostatika [ug/ml] alleine oder in Kombination mit 100 yM SC-58635 fir 48 Stunden in Zellen mit Ad 3-Gal oder Ad fadd A'.
Dargestellt wurden die Mittelwerte aus einem reprasentativen Versuch von drei Versuchen mit je n = 3. Die balanced two way
ANOVA testete den synergistischen Effekt fir die Kombination von SC-58635 mit den jeweiligen Cytostatika in Zellen mit Ad 3-
gal. Angabe oben links im Diagramm mit P< 0,05 (**). Der Verlauf der Apoptose fiir die Kombinationsbehandlung im Vergleich
zum Verlauf der Kontrollbehandlung mit Zytostatika alleine in Zellen mit Ad $-gal wurde mit MANOVA getestet. Angabe neben
dem Graphen (schwarze Punkte), P< 0,0001 (*). Der FADD A'-Effekt im Vergleich zur Kombinationsbehandlung mit dem
Kontrollvirus wurde ebenfalls Gber MANOVA ausgewertet, P< 0,0001 (#). A: Bleomycin. B: Doxorubicin. C: Mitoxantron.
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Abb. 51: FADD A- reduziert die SC-58635 mediierte Chemosensitivitit in HuH-7-Zellen. Die Behandlung und Auswertung
erfolgte analog zur Beschreibung zu Abb. 50. Die balanced two way ANOVA ergab einen synergistischen Effekt fur die
Kombination von SC-58635 mit Bleomycin in Zellen mit Ad B-Gal mit P< 0,05 (**). Der Verlauf der Apoptose fir die
Kombinationsbehandlung war fir alle eingesetzten Chemotherapeutika signifikant im Vergleich zu der Kontrollbehandlung mit
Zytostatika alleine in Zellen mit Ad B-Gal: SC-58635-Effekt gemalt MANOVA mit P< 0,0001 (*). Der FADD A’ -Effekt wurde
ebenfalls iber MANOVA ausgewertet mit P< 0,0001 (#). A: Bleomycin. B: Doxorubicin. C: Mitoxantron.

Diese Ergebnisse belegten in HepG2- und HuH-7-Zellen die extrinsische Vermittlung der
durch selektive COX-2-Blockade mediierten Steigerung der Chemosensitivitidt. Diese war
zudem, aufgrund der gleichen Effekte, in beiden Hepatomzelllinien unabhidngig von

WT- bzw. mutiertem p53.
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4. Diskussion

Weltweit gehort das hepatozellulire Karzinom zu den hiufigen hochmalignen
Tumorerkrankungen und zeigt eine steigende Inzidenz (1, 7, 9). Zumeist wird der Tumor erst
in einem weit fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert, was die Behandlung deutlich
erschwert. So konnen zum Beispiel nur fiinf Prozent der Patienten einer operativen Therapie
wie Leberteilresektion oder Lebertransplantation zugefiihrt werden (230). Zudem mangelt es
an systemischen Therapieansitzen aufgrund der unzureichenden Chemosensitivitdt des HCCs
(3, 5, 6, 231, 232). Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Apoptosesignalwege am Modell
humaner HCC-Zelllinien wéhrend der Apoptoseexekution durch selektive COX-2-Blockade
mit NSAR SC-58635 herauszuarbeiten. Dies bildet die Grundlage fiir die Ermittlung des
zugrunde liegenden Mechanismus und der moglichen Rolle der COX-2 als therapeutische
Zielstruktur. Dabei wurde sowohl die intrinsische, mitochondriale als auch die extrinsische
Signalvermittlung liber die Todesrezeptoren deutlich. Im Zuge der Untersuchungen ergab sich
eine Abhingigkeit der Apoptoseexekution sowohl von den Caspasen CASP-3, CASP-8 und
CASP-9, als auch von MCL-1, einem antiapoptotischen Mitglied der BCL-2-Familie. BAX
und BID, zwei proapoptotische BCL-2-Familiennmitglieder, translozierten rasch an die
Mitochondrien. Zudem beeinflusste SC-58635 nicht nur die Kinetik der Todesrezeptoren
CD95, TNF, TRAIL-R1 und -R2 an der Zelloberfliche, sondern sensitivierte diese
Todesrezeptoren auch fiir ihre entsprechenden Liganden. Einen vielversprechenden Ansatz
zeigte die Kombination von Chemotherapeutika mit SC-58635. Die Apoptose konnte in der
Kombination erhdht werden und war auBBerdem — im Gegensatz zu den meisten Zytostatika —

unabhédngig vom p53-Status der verwendeten Zelllinien.

4.1. SC-58635 induzierte Apoptose durch selektive COX-2-Inhibierung in

Hepatomzelllinien

Die vorliegenden Analysen der Zellvitalitdt und Apoptose veranschaulichten eine zeit- und
dosisabhéngige Wirkung der spezifischen COX-2-Inhibierung durch SC-58635 in
Hepatomzelllinien. Als ein wichtiges Kennzeichen fiir Apoptose gilt die Aktivierung von
Caspasen (83, 233, 234), wobei insbesondere die Aktivierung der CASP-8, CASP-9 und
CASP-3 in den weiterfiihrenden Untersuchungen funktionell bestétigt werden konnte
(s. dazu auch Schema Abb. 52).

ODb jedoch die von der Caspasenaktivierung begleitete Apoptoseexekution ausschlieBlich auf

die selektive COX-2-Blockade der NSARs zuriickgefiihrt werden kann, wird kontrovers
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diskutiert (235). In den letzten Jahren wurde immer wieder iiber eine COX-2 unabhédngige
Wirkung von spezifischen COX-2-Inhibitoren berichtet. Diese Arbeiten untersuchten die
Wirkung von spezifischen NSARs an COX-2 defizienten Zelllinien bzw. Tumoren. So war
beispielsweise die COX-2 defiziente Kolonkarzinomzelllinie HT29 sensitiv fiir SC-58635 und
zeigte typische apoptotische Merkmale, welche mit der Inhibition von Pyruvat
Dehydrogenase Kinase, Isozym 1 (PDKI) assoziiert waren, sodass die Autoren statt dessen
PDKI1 als Zielprotein diskutierten (236). Eine andere vergleichende Analyse einer COX-2
defizienten und einer COX-2 exprimierenden Kolonkarzinomzelllinie ergab sowohl COX-2
abhingige als auch unabhingige Effekte nach SC-58635-Behandlung. Beide Zelllinien waren
sensitiv fiir die SC-58635 induzierte Apoptose, die COX-2 defizienten Zellen allerdings
geringer. Daneben wiesen beide Zelltypen gleiche Merkmale in Bezug auf die SC-58635
induzierte Go/G,-Blockade auf. Diese Ergebnisse sprachen sowohl fiir eine COX-2 abhidngige
als auch unabhéngige Reaktion (237).

Dagegen gibt es eine Vielzahl von Hinweisen fiir COX-2 abhéngige Effekte der COX-2
spezifischen NSARs. So wurde im APC (adenomatosis polyposis coli) delta716 knock out
(k.o.) Mausmodell fiir die familiire adenomatdse Polyposis (FAP) die COX-2-Abhéngigkeit
der spezifisch hemmenden NSARs demonstriert. Bei einer zusétzlichen Nullmutation fiir das
COX-2-Gen war die Anzahl und GroBe der intestinalen Polypen deutlich reduziert. Die
selektive COX-2-Blockade reduzierte die Anzahl der Polypen in den APC delta716 k.o.
Maiusen dhnlich stark wie die COX-2-Nullmutation. Zudem war dieser Effekt im Vergleich
zur Behandlung der Miause mit dem unspezifischen COX-2-Inhibitor, Sulindac, weitaus
starker (238, 239). Weitere direkte COX-2-Effekte wurden in Kolonkarzinomzelllinien mit
(HCA-7) und ohne COX-2-Expression (HCT116) und deren Xenograft-Modellen in
Nacktmiusen dargestellt. Eine Behandlung mit SC-58635 fiihrte nur in den HCA-7-
Xenograften zur Verringerung der Tumorgrofle bzw. in der HCA-7-Zellkultur zu einem
deutlich verminderten Wachstum (74). In Kolonkarzinom- und HCC-Zelllinien konnten die
apoptotischen Effekte der selektiven COX-2-Blockade mittels SC-58635 durch Zugabe von
PGE,, dem Endprodukt der Prostaglandinsynthese, wieder aufgehoben werden (43, 45, 240).
In der vorliegenden Arbeit verhinderte die Zugabe von PGE, die Depolarisierung des
mitochondrialen Potentials. Damit wurde zusitzlich zu fritheren Arbeiten (45) ein weiterer
Hinweis auf die COX-2 abhéngige Wirkung von SC-58635 in HCC-Zelllinien gefunden.
Dennoch besteht die Moglichkeit, dass SC-58635 iiber alternative Wirkmechanismen in
HCC-Zellen agiert, wie es auch von Leng et al. postuliert wurde (43). Denkbar wére

beispielsweise ein direkter Einfluss im Bereich der Todesrezeptoren (235), da diese in den



4. Diskussion 90

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit bereits ab einer Stunde selektiver COX-2-Blockade
aktiviert wurden.

In den durchgefiihrten Vitalitits- und Apoptoseversuchen wurde fiir das NSAR SC-58635
eine Arbeits-Konzentration von 100 uM ermittelt. Dies ist eine vergleichsweise hohe Dosis,
da die humantherapeutisch relevante Konzentration bezogen auf die Einzeldosis von 800 mg
SC-58635 zwischen 3 bis 5 uM im Blutserum liegt (241). Allerdings ist die Konzentration
im Gewebe und in den Zellen selbst unbekannt. Die Zellkulturen stellen ein artifizielles
System dar, in dem der Wirkstoff jeweils nur einmal zugegeben wurde und nicht, wie
in einer Therapie, oft mehrmals tdglich. In weiterfiihrenden Arbeiten an Maiusen mit
HCC-Zellimplantaten konnte die apoptotische Wirksamkeit von Meloxicam, einem

SC-58635 verwandten NSAR, in geringerer Konzentration in vivo gezeigt werden (67).

4.2. Charakterisierung des intrinsischen Signalweges iiber die Mitochondrien nach
selektiver COX-2-Blockade

Die Daten zur Aktivierung der CASP-9 gaben den ersten Hinweis auf eine intrinsische
Signalvermittlung, tiber die Mitochondrien, nach selektiver COX-2-Blockade. In zeitlicher
Korrelation wurde dies in weiteren Analysen, welche eine Depolarisierung der
Mitochondrienmembranen und CYT-C-Freisetzung aus den Mitochondrien ins Zytoplasma,
ergaben, bestitigt. Zur Aufklirung des Mechanismus der mitochondrialen Aktivierung
wurden einzelne Mitglieder der BCL-2-Familie, wie BAX, wegen der beobachteten
Depolarisierung der Membranen und des CYT-C-Ausstroms, MCL-1 und BID, aufgrund des
Einflusses der CASP-3 und CASP-8 auf die Mitochondrien, weiter untersucht.

4.2.1. Relevanz des antiapoptotischen MCL-1-Proteins im SC-58635 induzierten
Apoptosesignalweg

In der vorliegenden Untersuchung wurde der Abbau von MCL-1 und seine funktionelle
Relevanz wihrend der SC-58635 induzierten Apoptose in Hepatomzellen gezeigt. Zahlreiche
Arbeiten der letzten Jahre berichteten ebenfalls {iber eine Herunterregulierung bzw.
Elimination von MCL-1 bei Apoptose. Vertretend hierfiir seien die Arbeiten von Perez-Galan
und Marzo erwihnt (242, 243). Sie zeigten den Abbau von MCL-1 in Jurkat-Zellen nach
TRAIL induzierter Apoptose und in HeLa-Zellen nach Bestrahlung. In B-Zellen und in
Myeloma-Zellen wurde der MCL-1-Abbau bei Apoptose durch Behandlung mit einem

Farnesyltransferaseinhibitor demonstriert. Lin et al. erlduterten die Rolle von MCL-1 im
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Lungenkarzinom in Zusammenhang mit dem COX-2-Signalweg (199). Nach stabiler
Transfektion von COX-2 wurde MCL-1 innerhalb von zwei bis vier Stunden auf Proteinebene
hochreguliert. Bei Inhibierung der COX-2 durch SC-58635 wurde MCL-1 entsprechend
herunterreguliert. Auffallend in der vorliegenden Arbeit war jedoch eine kurzfristige
Zunahme von MCL-1 im Gesamtprotein innerhalb der ersten 30 Minuten nach
Apoptoseinduktion. Aufgrund der raschen Bereitstellung lige der Schluss nahe, dass MCL-1
aullerhalb der Mitochondrien sehr schnell, moglicherweise iiber Dephosphorylierung (114,
119), zur Verfiigung gestellt wird. Aufgrund der schnellen Zeitabliufe wire eine
Bereitstellung auf der Regulationsebene der Transkription eher unwahrscheinlich. Bei der
gezeigten voriibergehenden Zunahme von Mcl-1 konnte es sich um eine Gegenregulation
handeln, die erst in einem zweiten Schritt, nach weiterem Einwirken apoptotischer Signale,
gestoppt wurde. Dieses Phanomen wurde in der Vergangenheit nach den unterschiedlichsten
Methoden der Apoptoseinduktion, wie Bestrahlung (126) oder dem Einwirken zytotoxischer
Substanzen (121, 124, 125) berichtet.

Dagegen zeigten die vorliegenden Analysen der mitochondrialen Proteinfraktion, dass MCL-1
in den Mitochondrien sofort abgebaut wurde, was auf die Inhibition des PI3K/AKT Weges
durch selektive COX-2-Blockade zuriickgefiihrt werden konnte. Dieser Signalweg wird unter
anderem durch die Bindung von PGE, an die entsprechenden Prostaglandinrezeptoren
induziert (21, 225, 244, 245) und verhindert den Abbau von MCL-1 in den Mitochondrien.
Bei der selektiven COX-2-Blockade dagegen wird die Bildung von PGE; blockiert, wodurch
die Prostaglandinrezeptoren nicht besetzt werden und somit der PI3K/AKT-Signalweg nicht
aktiviert werden kann. So demonstrierten Fleischer et al. die Reduktion von MCL-1 mittels
eines spezifischen PI3K-Inhibitors in HCC-Schnittgewebe und Hepatomzellen (116).

Fiir den in der vorliegenden Arbeit gezeigten Einfluss der CASP-3 auf die Depolarisierung
der Mitochondrienmembran wurde MCL-1 als mogliches Ziel dieser Caspase angenommen
(129-132). Wiirde aber das antiapoptotische MCL-1 durch CASP-3 gespalten werden, wére
das Spaltprodukt ein BH-3-on/y-Protein mit proapoptotischen Eigenschaften (117, 118, 228).
Bei Apoptoseinduktion mit SC-58635 sollte dementsprechend ein durch Uberexpression
erzeugtes grofles Angebot an MCL-1, das in der Folge als Substrat der CASP-3 zur
Verfligung steht, die Apoptose verstirken. Im anderen Fall sollte eine Blockierung von
MCL-1 die Apoptoseexekution abschwiéchen. Die vorliegenden Untersuchungen erhirteten
aber die urspriinglich antiapoptotische Funktion von MCL-1, da seine Uberexpression die
Apoptose der Hepatomzellen reduzierte und eine MCL-1-Inhibition die SC-58635 induzierte
Apoptose verstirkte. Damit wiirde MCL-1 als Substrat der CASP-3 ausscheiden. Als ein
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weiterer moglicher Angriffspunkt der CASP-3 wird in der Literatur die p75-Einheit des
Komplex I in der Elektronentransportkette der Mitochondrien diskutiert (246) (s. dazu auch
Schema Abb. 52). Aufgrund des CASP-3-Einflusses auf die Mitochondrienaktivierung wiirde
eine positive Riickkopplung iiber die CYT-C-Freisetzung mit darauf folgender
CASP-9-Spaltung, welche wiederum CASP-3 aktiviert, stattfinden (s. Abb. 52).

4.2.2. Beteiligung von BAX im intrinsischen Signalweg nach selektiver
COX-2-Blockade

In den durchgefiihrten Analysen konnte die Verlagerung von BAX an die Mitochondrien in
beiden Hepatomzelllinien klar gezeigt werden. Diese Translokation geschah zeitnah
zu der Depolarisierung der Mitochondrienmembranen, dem CYT-C-Ausstrom und dem
mitochondrialen Abbau von MCL-1. In HuH-7-Zellen war die Translokation von BAX an die
Mitochondrien nach vier Stunden SC-58635-Behandlung maximal. Die kurzfristige
Gegenregulierung von MCL-1 innerhalb der ersten 30 Minuten SC-58635 Behandlung konnte
in beiden Zelllinien die BAX-Translokation an die Mitochondrien nicht verhindern.

Eine moglicher Ausloser fiir die BAX-Translokation konnte die durch die selektive
COX-2-Blockade verhinderte Bindung von PGE, an die Prostaglandinrezeptoren EP1 und
EP2, welche beide in HepG2- und HuH-7-Zellen exprimiert werden, sein. Da vor allem durch
EP2 und EP4, iiber die folgende Induktion von zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP),
der PI3K/AKT-Signalweg angeregt wird (21, 244), wiirde dieser in der Folge inhibiert
werden. Auf diese Weise wiirde die durch den PI3K/AKT-Weg veranlasste Blockade der
BAX-Translokation an die Mitochondrien aufgehoben werden (247). In friiheren Arbeiten
konnte in HuH-7-Zellen eine signifikante Abnahme des Phosphorylierungsstatus von AKT ab
zwei Stunden nach selektiver COX-2-Blockade durch SC-58635 gezeigt werden (45). Parallel
dazu war in HuH-7-Zellen die BAX-Translokation am starksten nach vier Stunden. Diese
beiden Ergebnisse konnten in Ergdnzung ein Hinweis auf den Einfluss von AKT auf die
BAX-Translokation sein. Durch die SC-58635 induzierte selektive COX-2-Blockade, der
damit verhinderten Anlagerung von PGE; an die Prostaglandinrezeptoren und der
konsekutiven Inhibierung des PI3K/AKT-Signalweges konnte somit BAX ungehindert ans

Mitochondrium translozieren (Schema, Abb. 52).
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4.2.3. Beteiligung von BID im intrinsischen Signalweg nach selektiver
COX-2-Blockade

Ein gingiges Modell der Funktion von BID ist seine Rolle als Mediator zwischen ex- und
intrinsischem Signalweg. BID wird durch die aktivierte Casp-8 gespalten in truncated BID
(tBID), welches als 15 kDa grofles Protein vom Zytoplasma an die Mitochondrien transloziert
(88, 136, 145, 150). Dort bewirkt es die Aktivierung von BAX, welches in der Folge fiir die
Porendffnung bzw. VDAC-Kanaloffnung der Mitochondrienmembran verantwortlich ist (88,
109, 136, 145).

Entgegen der Erwartung konnte in der vorliegenden Arbeit tBID weder im
Gesamtproteinlysat noch in der mitochondrialen Proteinfraktion der beiden Hepatomzelllinien
detektiert werden. BID translozierte nach selektiver COX-2-Blockade ausschlieBlich als
Volllingen-BID (v.L. BID) an die Mitochondrien. Im Gegensatz zu der hiufig in der Literatur
beschriebenen BID-Spaltung und Verlagerung von tBID an die Mitochondrien gab es immer
wieder Berichte, die die Translokation von v.L.BID-Proteins belegten. So beschrieben
Valentijn und Gilmore die Translokation von v.L.BID widhrend einer speziellen Form der
Apoptose, der Anoikis (248). Dabei handelt es sich um eine Sonderform der Apoptose, in der
die Adhésion der Zellen an die extrazellulidre Matrix verloren geht. Andere Autoren zeigten in
Jurkat- und HeLa-Zellen den Verlauf der CD95 mediierte Apoptose iiber tBID. Wurde aber
CASP-8 blockiert und damit die BID-Spaltung, wich das System auf die Translokation von
Volllingen-BID aus (249). Konig und Kollegen beobachteten in Rattenneuronen die
Translokation v.L.BID bei excitotoxischer (durch Ubererregung induzierte) Apoptose gezeigt
(250). Als weiteres Beispiel fiir die Verlagerung von v.L.BID an die Mitochondrien wurde
nach Apoptoseinduktion mit Staurosporin in HeLa-Zellen beobachtet (136). An den
Mitochondrien bindet v.L.BID an BAX, wodurch die Konformationsinderung von BAX
induziert wird. Unklar ist, wodurch v.L.BID zur Translokation veranlasst wurde. Tafani et al.
schlugen als mogliche Ausloser der Translokation eine Konformationsédnderung von BID oder
eine durch Ceramid induzierte Anderung der Lipidzusammenstellung in den
Mitochondrienmembranen selbst vor (249). Auch ein Zusammenwirken beider Mechanismen
wire den Autoren zufolge moglich.

In Anbetracht der fehlenden BID-Spaltung wiirde ein vom extrinsischen Signalweg
ausgehender Einfluss iiber die CASP-8 auf BID ausscheiden. Das wiirde die Sonderstellung
von BID als Mittler zwischen den ex- und intrinsischen Signalwegen ausschlieBen, womit die

Verbindung iiber einen anderen Knotenpunkt erfolgen miisste. Denkbar wire als moglicher
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Kandidat, downstream der CASP-8, CASP-3, deren Substrat auch die p75-Einheit des
Komplex I der Atmungskette sein kann (246). Zudem wird CASP-3 sowohl durch CASP-8,
von der extrinsischen Seite her, als auch von CASP-9, von den Mitochondrien ausgehend,
aktiviert. Mit diesem Modell lieBe sich auch der Einfluss von CASP-8 und CASP-3 auf die

Depolarisation der Mitochondrienmembran erkliren (Abb. 52).
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Abb. 52: Modellvorstellung. Die selektive COX-2-Blockade, induziert durch SC-58635, fulhrt zur Caspasenspaltung und
Aktivierung der Mitochondrien iiber Mitglieder der BCL-2 Familie. A: Die selektive COX-2-Blockade beeinflusst den
intrinsischen Apoptoseweg Uber die Mitochondrien und den extrinsischen Signalweg Uber die Todesrezeptoren. B: Die
Mitochondrienaktivierung war beeinflusst von CASP-8 und CASP-3. Der Einfluss der CASP-8 wurde dabei nicht lber die
BID-Spaltung ausgetibt. MCL-1 konnte als Substrat der CASP-3 ausgeschlossen werden. Mdéglicherweise ibt CASP-8 seinen
Einfluss auf die Mitochondrien iber CASP-3 aus. Ein moégliches mitochondriales Substrat der CASP-3 konnte die p75-Einheit
des Komplex | in der Elektronentransportkette (abgebildet mit *) sein (246). Somit kdnnte CASP-3 und nicht BID bzw. tBID als
Mediator zwischen extrinsischem und intrinsischem Signalweg wirken. Auflerdem wirde durch den Einfluss der CASP-3 auf die
Mitochondrienaktivierung eine positive Rickkopplung Uber die Freisetzung von CYT-C, konsekutiver Spaltung der CASP-9,
welche wiederum CASP-3 spaltet, erzeugt werden. Ergénzend zu Vorarbeiten (45) kdnnte die BAX-Translokation auf die durch
SC-58635 induzierte AKT-Inhibierung zurlickgefiihrt werden. Volllangen-BID (v.L.BID) translozierte, moglicherweise aufgrund
einer Konformationsanderung oder Anderung der Lipidzusammensetzung der Mitochondrienmembranen, an die Mitochondrien
(249). Die Apoptose war auBerdem abhangig vom Abbau des antiapoptotischen MCL-1, der ebenfalls in einer AKT-Inhibierung

begriindet sein kénnte, s. (116). C: Aktivierung des extrinsischen Apoptosesignalweges s. Abb. 53.
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4.3. Charakterisierung des extrinsischen Signalweges iiber die Todesrezeptoren

Die vorliegenden Ergebnisse zur CASP-8-Aktivierung deuteten auf eine extrinsische
Signalvermittlung iiber die Todesrezeptoren, da die CASP-8-Spaltung eng mit der Protein-
Protein-Interaktion von ProCASP-8 mit FADD verbunden ist (92, 156). Bei der Aktivierung
der Todesrezeptoren CD95 und TRAIL-R1 und -R2 bindet FADD (165) intrazelluldr an die
jeweiligen Todesdomdnen der Rezeptoren, wodurch der DISC-Komplex gebildet wird.
Dagegen wird FADD wihrend der Aktivierung von TNF-R1 an den apoptotisch wirksamen
Komplex II ("TRADDosom") gebunden (156). Somit stellt FADD ein zentrales Protein der
apoptosevermittelnden Komplexe an den Todesrezeptoren dar (s. dazu auch Schema
Abb. 53).

Dementsprechend sollte eine Blockade von FADD die weitere, von den Todesrezeptoren
ausgehende, Signalvermittlung stoppen, was in der Folge zu einer Reduktion der Apoptose
fithrt. Als Inhibitor der FADD-Expression wird experimentell hdufig durch adenoviralen
Gentransfer oder Transfektion ein fadd A-Konstrukt mit fehlender Todeseffektordoméne in
die Zellen eingebracht. So konnte, wie Tietze et al. zeigten, in HuH-7-Zellen die TNF
vermittelte Apoptose mit Hilfe des adenoviralen Gentransfers von Ad fadd A" signifikant
reduziert werden (29). In einer anderen Arbeit wurde die durch TRAIL-R2 und CD95
vermittelte Apoptose in EBNA/CVI1-Zellen ebenfalls durch die Transfektion eines
fadd A’-Konstruktes deutlich gesenkt (154). In der vorliegenden Arbeit wurde die
SC-58635 induzierte Apoptose iiber den adenoviralen Gentransfer von Ad fadd A™ ebenfalls
signifikant im Vergleich zu Zellen mit Kontrollvektor reduziert. Somit konnte der iiber die
Aktivierung der CASP-8 erhaltene Hinweis auf die extrinsische Signalvermittlung nach
selektiver COX-2-Blockade, weiter verifiziert werden.

Zudem wurden aufgrund der Blockade der FADD-Expression die Mitochondrienmembranen
signifikant weniger depolarisiert als in Zellen mit Kontrollvektor. Damit zeigte sich ein
Einfluss des extrinsischen Signalweges auf den intrinsischen Signalweg {iiber die
Mitochondrien. Bei der SC-58635 induzierten Apoptose in B-Lymphom-Zellen mit stabilem
FADD A" und in FADD defizienten Jurkat-Zellen wurde dagegen gezeigt, dass FADD keinen
Einfluss auf das Apoptosegeschehen hatte. In der Konsequenz konnten die Autoren eine rein
mitochondrial vermittelte Apoptose durch SC-58635 in diesen Zellen belegen (251). In einer
nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom-Zelllinie konnte die Induktion von TRAIL-R1 und -R2
durch SC-58635 gezeigt werden. In Ubereinstimmung damit konnte die Uberexpression von

FADD A" die Apoptose reduzieren, nicht aber die Uberexpression des antiapoptotischen, dem
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intrinsischen Signalweg angehorenden, BCL-2. Daraus schlossen die Autoren auf eine rein
intrinsische ~ Signalvermittlung in dieser Zelllinie durch SC-58635 (252). Unter
Beriicksichtigung dieser Berichte und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit erscheint es
moglich, dass SC-58635 in unterschiedlichen Zellsystemen jeweils den extrinsischen oder
intrinsischen  Signalweg alleine, oder beide Signalwege, moglicherweise auch in

Abhingigkeit voneinander, aktivieren kann.

4.3.1. Kinetik und Sensitivierung des CD95-Rezeptors

Aus Versuchen zur Apoptoseinduktion mit Chemotherapeutika ist die Hochregulierung des
CD95-Rezeptor-Ligand-Systems in der HepG2-Zelllinie bekannt (160, 191). HepG2-Zellen
zeichnen sich durch WTp53, welches als Transkriptionsfaktor fiir den CD95-Rezeptor
fungiert, aus. Dagegen sind HuH-7-Zellen aufgrund ihres mutierten p53 nicht in der Lage, das
CD-95-Rezeptor -System zu aktivieren (189).

In der vorliegenden Arbeit hatte, passend zum mutierten p53-Status der HuH-7-Zellen, die
selektive COX-2-Blockade keinen Einfluss auf die Regulierung des CD95-Rezeptors an der
Auflenmembran in dieser Zelllinie. Der Rezeptor wurde nicht hochreguliert und die
Stimulierung mit dem korrespondierenden Liganden anti-Apo-1 verursachte keine Apoptose.
Die Kombination von SC-58635 und dem CD95-Liganden stellte lediglich die
SC-58635-Apoptose dar. Dagegen hatte SC-58635 in HepG2-Zellen mit WTp53 die
CDO95-Rezeptoren an der Zellmembran transient hochreguliert. Parallel dazu wurde die
Apoptose iiber den mit seinem Liganden anti-Apo-1 aktivierten CD95-Rezeptor in
Kombination mit SC-58635 signifikant gesteigert. Somit konnte auch in der SC-58635
induzierten Apoptose die Abhéngigkeit der Aktivierung des CD95-Rezeptors von WTp53 in
Hepatomzellen demonstriert werden (s. dazu Schema, Abb. 53).

Interessant war in diesem Zusammenhang die rasche Rekrutierung dieses Rezeptors innerhalb
von ein bis zwei Stunden an die Zellmembran von HepG2-Zellen. Das schnelle Erscheinen
des CD95-Rezeptors an der Zelloberfliche wiirde eine transkriptionelle Regulierung von
CDO9S5 ausschlieBen und auf eine transkriptionsunabhidngige Regulierung hinweisen. Trotzdem
demonstrierte die Gegeniiberstellung der Zelllinien mit WTp53 und mutiertem p53 den
wichtigen Einfluss dieses Transkriptionsfaktors, der normalerweise die Proteinbiosynthese
des CD95-Rezeptors reguliert. Die kurzfristige Rekrutierung von CD95 kdnnte aus dem
bestehenden Vorrat des Rezeptors in den Golgi-Vesikeln erfolgen (152). In VSMC (vascular
smooth muscle cells)-Zellen wurde ebenfalls der Einfluss von p53 auf die Regulierung der

membrandren Prisenz von CD95 dargestellt. Auch in dieser Untersuchung handelte es sich
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um eine rasche transiente Rekrutierung des Rezeptors an der Membran, welche mit Apoptose
korreliert war. Eine Manipulation des Rezeptor-Liganden-Systems mit Antagonisten oder
Agonisten war nur innerhalb der ersten vier Stunden nach Apoptoseinduktion mittels aktivem
p53 wirksam. Zu spéteren Zeitpunkten konnte die Apoptose iliber CD95 nicht mehr
beeinflusst werden (151). In B- und T-Zellen mit Typ I- Apoptose wurden bereits zehn
Minuten nach Zugabe des CD95-Liganden, CASP-3 und CASP-8 gespalten. In Typ II-Zellen
erfolgte die Spaltung ebenfalls friih nach 60 Minuten. Auch dies deutete auf die rasche
transkriptionsunabhéngige Aktivierung des CD95-Rezeptors (167). Walczak und Kollegen
dagegen diskutierten als Kontrollpunkt der CD95 vermittelten Apoptose die Transkription des
CD95-Liganden (154). So demonstrierten Autoren einer anderen Arbeit die Hochregulierung
der CD95-mRNA und parallel dazu die Erh6hung der membrandren Expression des Rezeptors
durch Cisplatin und Interferon y innerhalb 48 Stunden in der Kolonkarzinomzelllinie HT29
(191). Ebenfalls auf eine transkriptionelle Regulation war die Apoptose durch Bleomycin in
HepG2-Zellen zuriickzufiihren. Diese Zelllinie, nicht aber HuH-7-Zellen mit mutiertem p53
und Hep3B, negativ fiir p53, exprimierten den Rezeptor und den Liganden innerhalb
24 Stunden Bleomycinbehandlung. Parallel dazu sensitivierte Bleomycin HepG2-Zellen fiir
die Apoptose iiber das CD95-Liganden-System, wiahrend HuH-7- und Hep3B-Zellen immun
gegen die Kombination von Bleomycin mit anti-Apo-1 waren (160). In Saos2
(Osteosarkomzellen) wurde CD95 in Abhéngigkeit von p63, einem Mitglied der p53 Familie,
ab zwolf Stunden auf DNA- und Proteinebene hochreguliert. Ad TAp63a bewirkte innerhalb
72 Stunden einen Anstieg des membrandren CD95-Rezeptors in der Hepatomzelllinie Hep3B
(212). Oftenbar wird CD95 nicht nur in unterschiedlichen Zelllinien transkriptionsabhingig
oder transkriptionsunabhingig — und damit schnell — reguliert. Moglicherweise beeinflussen
auch unterschiedliche Wirkstoffgruppen, wie z.B. Chemotherapeutika oder NSARs, in
denselben Zelllinien die transkriptionelle Abhidngigkeit und damit die Geschwindigkeit der
CD95-Regulation.
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4.3.2. TRAIL-R1 und TRAIL-R2 in der SC-58635 induzierten Apoptose

In der vorliegenden Arbeit sensitivierte SC-58635 das TRAIL-Rezeptorsystem in HepG2- und
HuH-7-Zellen, was sich in einer Apoptosesteigerung bei der Kombination von SC-58635 mit
LZ-TRAIL (Ligand fiir TRAIL) ausdriickte. Da der TRAIL-Ligand selbst in der Lage zur
tumorspezifischen Apoptoseinduktion ist, ist seine Verwendung daher von potentiellem
therapeutischen Interesse (253, 254). Die Wirkung von TRAIL in Hepatomzellen ist jedoch
bislang umstritten. Verschiedene Autoren berichteten von einer Resistenz der Zellen gegen
TRAIL, welche aber in Kombination mit Actinomycin-D (255) oder der Blockade von NF«B
(256) aufgehoben werden konnte. Im Gegensatz zu den in dieser Arbeit durchgefiihrten
Versuchen setzten die Autoren TRAIL in einer Konzentration von nur 100 ng/ml ein. Die
Ergebnisse der in der vorliegenden Arbeit vorgestellten Analysen basieren dagegen auf einer
Konzentration von 1 pg/ml LZ-TRAIL. Da SC-58635 das TRAIL-System sensitivieren
konnte, wire unter therapeutischen Gesichtspunkten in einer Kombinationsbehandlung eine
Reduktion der TRAIL-Ligand- und eventuell der SC-58635-Konzentration denkbar. Ganten et
al. veranschaulichten eine mittels TRAIL-Ligand (1pg/ml) induzierte Apoptose in
HepG2-Zellen, konnten diese aber nicht in Hep3B-Hepatomzellen zeigen (192). Dagegen
bewirkte in diesen Zellen die Zugabe des Chemotherapeutikums 5-Fluorouracil (5-FU) eine
Sensitivierung der TRAIL-Ligand induzierten Apoptose. Dem wurde das Verhalten von
HepG2-Zellen und speziell auf TRAIL-Resistenz selektionierten HepG2-Zellen
gegeniibergestellt, welche in dhnlicher Weise eine Sensitivierung durch 5-FU erfuhren. Unter
Beriicksichtigung dieser Daten und den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte
TRAIL-Ligand mit der Konzentration von 1 pg/ml in wenigen Hepatomzelllinien, wie HepG2
und — wenn auch schwach ausgeprigt — HuH-7, eine apoptotische Wirkung erzielen. Zudem
konnte durch SC-58635 eine weitere Sensitivierung fiir bereits TRAIL sensitive HepG2-
Zellen und weniger TRAIL sensitive HuH-7-Zellen erreicht werden.

Aufschlussreich war in der Arbeit von Ganten und Kollegen der zugrunde liegende
Mechanismus der Sensitivierung der untersuchten Hepatomzellen durch 5-FU fiir die TRAIL
induzierte Apoptose (192). So zeigten die Autoren hauptsichlich eine deutliche
Hochregulierung von TRAIL-R2 und dagegen eine sehr gering ausgeprigte Hochregulierung
von TRAIL-R1 an der Zelloberfliche. Auch in der vorliegenden Arbeit wurden TRAIL-R1
und -R2 in beiden Zelllinien nach selektiver COX-2-Blockade gegensitzlich an der
Zellmembran reguliert. Generell war in beiden unbehandelten Hepatomzelllinien TRAIL-R1

vergleichsweise schwach an der Membranoberfliche vertreten und nahm im Verlauf der
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SC-58635-Behandlung iiber 24 Stunden weiter ab. TRAIL-R2 dagegen wurde in etwa 50 %
der unbehandelten Zellen beider Zelllinien an der Zellmembran detektiert. Durch SC-58635
nahm TRAIL-R2 innerhalb einer Stunde in HepG2-Zellen transient ab und in HuH-7-Zellen
kurzfristig zu. Dabei fiel auf, dass die Abnahme in HepG2-Zellen mit dem Anstieg von CD95
und die Zunahme in HuH-7-Zellen mit der Herunterregulierung von TNF-R1 korreliert war.
Im weiteren Behandlungsverlauf blieb TRAIL R2 jedoch weitestgehend stabil auf dem
Ausgangsniveau unbehandelter Zellen an der Zelloberfldche.

Dagegen konnten Kim et al. in PLC/PRF/5-Hepatomzellen eine Sensitivitdt fiir den TRAIL-
Liganden iiber die Aktivierung beider TRAIL-Rezeptoren, TRAIL-R1 und -R2, bei der
Apoptoseexekution belegen (256). In nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomzellen induzierte
SC-58635 den extrinsischen Apoptoseweg und sensitivierte die Zellen fiir den TRAIL-
Liganden. In diesen Untersuchungen wurde die TRAIL-R2-mRNA bereits nach sechs
Stunden hochreguliert. TRAIL-R1 wurde jedoch im Gegensatz zu TRAIL-R2 schwicher
exprimiert (252). Dagegen reichte in Melanomzellen TRAIL-R2 zur Apoptosevermittlung
durch LZ-TRAIL aus (257). TRAIL-R1 war zwar ebenfalls in der Lage Apoptose zu
vermitteln, wurde dazu aber nicht notwendigerweise benotigt (257).

Demnach wire eine Zunahme des TRAIL-R2-Rezeptors generell flir die
Apoptoseweiterleitung wichtiger als eine mogliche Zunahme des TRAIL-R1-Rezeptors.
Dementsprechend wiirde in HuH-7-Zellen die rasche transiente Hochregulierung von
TRAIL-R2 in der ersten Stunde SC-58635-Behandlung den entscheidenden Ausloser zur
Weiterleitung des Apoptosesignals iiber TRAIL-R2 darstellen. Die transiente Abnahme von
TRAIL-R2 in HepG2-Zellen ldsst sich in diesem Zusammenhang nur schwer erkléren.
Eventuell konnte aber die darauf folgende Zunahme und anschlieBende Stabilisierung des
Rezeptors an der Zelloberfliche ma3gebend fiir die TRAIL-R2-Sensitivierung sein. Aus der
Reduzierung von TRAIL-R1 konnte eine moglicherweise eher antiapoptotische Funktion
dieses Rezeptors, wie sie auch fiir HaCaT-Keratinozyten berichtet wurde (258), abgeleitet
werden. Dazu passend féllt die wesentlich hohere Apoptose durch LZ-TRAIL in
HepG2-Zellen mit niederem TRAIL-R1-Status der unbehandelten Zellen auf. Parallel dazu ist
die apoptotische Wirkung des TRAIL-Liganden in HuH-7-Zellen mit einem dreifach hoheren
TRAIL-R1-Status wesentlich geringer. Das wiirde bedeuten, je mehr TRAIL-R1 an der

Zelloberflache exprimiert ist, desto geringer ist die Apoptose und umgekehrt.
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4.3.3. Regulierung und Sensitivierung des TNF-R1

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zur Aktivierung und Grundprisenz des
TNF-R1 (s. dazu Abb. 53) ergaben ein vollkommen anderes Bild als die Aktivierung von
CD95, TRAIL-R1 und -R2. Zunichst war die Priasenz des TNF R1 an der Zelloberfliche
unbehandelter HuH-7-Zellen mit mutiertem p53 mehr als dreimal so hoch als in
unbehandelten HepG2-Zellen mit WTp53. Da TNF-R1 auch antiapoptotische Eigenschaften
hat (168), konnte dies ein moglicher Hinweis auf eine besondere Malignitdt von
HuH-7-Zellen sein.

Weitere Daten der vorliegenden Arbeit belegten eine kontinuierliche Abnahme der
TNF R1-Rezeptoren an der Zelloberfliche wihrend 24 Stunden SC-58635-Behandlung in
beiden untersuchten Hepatomzelllinien. Wobei diese Abnahme in HepG2-Zellen gering war,
in HuH-7-Zellen vergleichsweise stark ausgepridgt war. Dagegen wurde in der
Prostatakarzinomzelllinie PC-3 die Apoptosevermittlung, welche durch die Uberexpression
von p275"*" induziert wurde, iiber die Hochregulierung von TNF-R1 an der Zelloberfliche
gezeigt. (259). In einer anderen Arbeit von Schiitze et al. wurde die TNF induzierte
Internalisierung von TNF-R1 mit Monodansylcadaverin (MDC) in der Lymphomzelllinie
U937 blockiert. Die fehlende Endozytose von TNF R1 hatte keine Auswirkung auf die CD95
vermittelte Apoptose, dagegen war eine mehr als dreifache Abnahme der TNF induzierten
Apoptose die Folge (260). In einer weiteren Arbeit von Schneider-Brachert et al. wurde die
Internalisierung als Voraussetzung fiir Apoptose mittels Blockade der endozytotisch
relevanten Regionen des Rezeptors bestitigt. Die Autoren konnten auflerdem eine rasche
Abnahme der Zellvitalitdt und Apoptose mit der Endozytose korrelieren. Parallel dazu wurde
die autoproteolytische Spaltung der CASP-8 innerhalb zehn Minuten demonstriert (261).
Unter Beriicksichtigung dieser Ergebnisse (260, 261) stellt die Internalisierung von TNF-R1
nicht nur eine Folge der Anregung des Rezeptors, sondern auch eine Voraussetzung fiir die
Weiterleitung von Apoptosesignalen dar (s. dazu Schema, Abb. 53). Auch die, vor allem fiir
HuH-7-Zellen, ermittelten Daten der vorliegenden Arbeit, sprechen fiir diesen Mechanismus
bei der in vitro-Apoptose durch SC-58635 induzierte selektive COX-2-Blockade.
Moglicherweise handelt es sich bei der Hochregulierung des TNF R1-Rezeptors, wie sie bei
der Apoptose aufgrund der Uberexpression des Zellzyklus kontrollierenden p27<"
demonstriert wurde (259), um einen alternativen Apoptosesignalweg, dem ein anderer

Mechanismus zur Aktivierung von TNF R1 zugrunde liegen konnte.
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Die Stimulierung mit TNFa wurde in Kombination mit Cycloheximid (CHX) als Inhibitor
von NFkB durchgefiihrt. Damit sollte eine Blockade des antiapoptotischen NFkB-Weges
erreicht und die proapoptotische Wirkung von TNF-R1 gefordert werden. Passend zur
Internalisierung des Rezeptors verstirkte SC-58635 die Apoptose, die mit ca. 80 % ein
Apoptose-Maximum erreicht hatte (vgl. Abb. 22 u. 46), in HepG2-Zellen. In HuH-7-Zellen
steigerte SC-58635 in Ubereinstimmung zu der hoch signifikanten starken Internalisierung
des TNF-R1-Rezeptors die Apoptose erheblich. Wie die Daten zeigen, konnte die hohe
membrandre Expression von TNF-R1 in unbehandelten HuH-7-Zellen therapeutisch von
Vorteil sein, wenn der Rezeptor iiber einen geeigneten Wirkstoff, wie z.B. {iber die

Sensitivierung mit SC-58635, zur Apoptose angeregt wird.
4.3.4. Zusammenfassende Diskussion zur Aktivierung der Todesrezeptoren

Die in der vorliegenden Arbeit gezeigte Regulation der untersuchten Rezeptorsysteme CD95,
TNF RI1, TRAIL-Rl und TRAIL-R2 zusammen ergibt ein komplexes Bild der
Apoptosevermittlung durch SC-58635 iiber den extrinsischen Signalweg (Abb. 53). Die
Rezeptoren unterschieden sich zum Teil erheblich voneinander in der Kinetik ihrer
Oberfldchenexpression innerhalb einer Zelllinie, aber auch zelltypspezifisch, wéihrend den
ersten 2 bis 24 Stunden selektiver COX-2-Blockade. Dabei wire die rasche Regulierung der
Todesrezeptorexpression an der Zellmembran innerhalb ein bis zwei Stunden eher auf eine
Bereitstellung der Rezeptoren aus den Golgi-Vesikeln zuriickzufiihren als auf eine
transkriptionelle Regulation. Insgesamt scheint sich ein konzertiertes Zusammenspiel der
Rezeptoren in der Apoptosevermittlung durch SC-58635 abzuzeichnen. Ein Beispiel hierfiir
wire in HepG2-Zellen die schnelle transiente Hochregulierung von CD95, welche von der
voriibergehenden Abnahme von TRAIL-R2 begleitet wurde. Der kontinuierlichen geringen
Abnahme von TNF R1 und TRAIL-R1 kommt dagegen mdglicherweise eher eine
untergeordnete Bedeutung zu. Eventuell gibt es auch Kompensationsmechanismen fiir
ausgefallene, funktionslose Rezeptoren. So konnte z.B. der Ausfall von CD95 in HuH-7-
Zellen durch die transiente rasche Zunahme von TRAIL-R2 und der deutlichen starken
Abnahme von TNF R1 kompensiert worden sein. Weitere Analysen einer mdoglichen
Beeinflussung der Rezeptorsysteme untereinander kdnnten wichtige Hinweise auf neue
Therapieoptionen geben. Gerade therapieresistente Karzinome, wie das HCC, konnten so mit
einer gezielten Kombination aus SC-58635 und entsprechenden Antagonisten bzw. Agonisten

der Rezeptorsysteme behandelt werden.
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Kern et al. (195) demonstrierten ebenfalls eine umfassende Kinetik der in der vorliegenden
Arbeit vorgestellten Todesrezeptoren in HuH-7- und HepG2-Zellen iiber 72 Stunden mit
10 uM SC-58635. In dieser iiber 72 Stunden beziiglich der in vitro-Apoptoseinduktion zu
geringen Konzentration (vergl. Abb. 22 u. 23) war dennoch die Anderung des Rezeptorstatus
an der Zelloberfliche fiir die meisten Todesrezeptoren signifikant. Hierbei wurde die
membrandre Expression von CD95 und TRAIL-R2 in HepG2- und HuH-7-Zellen dhnlich zur
Kinetik mit 100 uM, wie sie in der vorliegenden Arbeit gezeigt wurde. reguliert. Die
Konzentrationsdnderung von TNF R1 und TRAIL-R1 an der Zellmembran erfolgte jedoch

mit deren Hochregulierung gegensitzlich zu den Daten der vorliegenden Arbeit. Eine
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Abb. 53: Modellvorstellung. HepG2- und HuH-7-Zellen bevorzugen unterschiedliche Todesrezeptoren zur
Apoptoseexekution nach selektiver COX-2-Inhibition durch SC-58635. A: Die selektive COX-2-Blockade beeinflusst den
intrinsischen Apoptoseweg Uber die Mitochondrien und den extrinsischen Signalweg Uber die Todesrezeptoren. B: Aktivierung
der Mitochondrien. Beschreibung s. Abb. 52. C: HepG2-Zellen mit WTp53 bevorzugen wahrend der Apoptoseexekution das
CD95-Rezeptor-System, begleitend von der transienten Herunterregulierung und anschliefenden Stabilisierung von TRAIL-R2.
In unbehandelten HuH-7-Zellen mit mutiertem p53 ist der TNF-R1-Status an der Zelloberflache sehr hoch. Nach selektiver
COX-2-Blockade kompensieren die Zellen ihr defektes CD95-System Uber die Internalisierung von TNF R1. Der fur die
Apoptose wichtige Komplex Il wird nach der Modifikation (schwarze Raute) und der Trennung des Komplex | gebildet.
Zuséatzlich wird an der Zelloberflache TRAIL-R2 transient hochreguliert. An den DISC-Komplex und Komplex Il bindet FADD
gemeinsam mit ProCASP-8. Somit stellt FADD ein zentrales Adapterprotein im extrinsischen Signalweg dar. CASP-8 wird in der

Folge autoproteolytisch aktiviert, wodurch wiederum CASP-3 gespalten wird.
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Hochregulierung von TNF-R1 und TRAIL-R1 wiirde, gema3 den diskutierten Ergebnissen,
auf proliferative Effekte hindeuten, da fiir den proliferativen Signalweg tiber TNF und NF«xB

der Rezeptor nicht, wie im apoptotischen Signalweg, internalisiert wird (172, 260). Aulerdem
wurde TRAIL-R1 bei Apoptoseinduktion mit SC-58635, wie in der vorliegenden Arbeit
gezeigt wurde, herunterreguliert und konnte moglicherweise sogar proinflammatorisch
wirken, wie dies in HaCaT-Keratinozyten demonstriert wurde (258) Andererseits deutet die
Regulation von CD95 — nur in HepG2-Zellen — und TRAIL-R2 analog zur Behandlung mit
100 puM SC-58635 auf apoptotische Mechanismen hin. Damit wiren in der
Langzeitbehandlung mit 10 pM  SC-58635, bezogen auf die Dikussion zur
Rezeptorexpression bei 100 uM, zwei unterschiedliche Prozesse, Proliferation und Apoptose,
in der Zellkultur sichtbar. Mdglicherweise sterben durch 10 uM SC-58635 gerade so viele
Zellen ab, dass die Zellkultur dadurch immer am oberen Ende der logarithmischen Phase
bleibt und sich die iibrigen Zellen besser teilen konnen. Damit wére die Kultur in einer Art
Gleichgewicht aus absterbenden und nachwachsenden Zellen, was sich in der Kinetik der

Rezeptoren widerspiegeln wiirde.

4.4. Therapeutische = Relevanz  der  SC-58635  induzierten  selektiven
COX-2-Blockade im HCC

In der vorliegenden Arbeit wurden als die der selektiven COX-2-Blockade zugrunde
liegenden proapoptotischen molekularen Mechanismen die Aktivierung von Caspasen, sowie
die Beteiligung des extrinsischen und intrinsischen Apoptosesignalweges in Hepatomzellen
identifiziert.

Die Regulierung der Todesrezeptorsysteme im extrinischen Signalweg, wie sie in der Arbeit
in vitro nach SC-58635-Behandlung gezeigt wurde, impliziert eine autokrine
Signalvermittlung. Dies wiirde die zelleigene Expression der Liganden und ihre funktionelle
Bereitstellung voraussetzen, wie es in Hepatomzellen fiir den CD95-Liganden gezeigt wurde
(160, 262). Unter therapeutischen Gesichtspunkten wére fiir eine effektive Apoptose in vivo
die Weiterleitung der Signale autokrin und nicht parakrin, wie z.B. gegen Zellen des
Immunsystems gerichtet, wiinschenswert. In weiterflihrenden Arbeiten miisste dafiir in vivo
eine Aktivierung der Rezeptorsysteme von Tumorzellen mit folgender parakriner
Signalvermittlung ausgeschlossen werden. Die von den Tumorzellen exprimierten Liganden
sollten dabei gegen die Tumorzellen selbst und nicht etwa gegen Immunzellen gerichtet

werden, wie dies in anderen Arbeiten berichtet wurde (157, 158).
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Bis auf den Ausfall des CD95-Rezeptorsystems in HuH-7-Zellen und der moglicherweise
damit verbundenen unterschiedlichen Regulierung von TRAIL-R2 konnten keine
wesentlichen Unterschiede in der SC-58635 induzierten Apoptose und ihrer Mechanismen in
HepG2-Zellen mit WTp53 und HuH-7-Zellen mit mutiertem p53 detektiert werden.
Dementsprechend konnte dies ein Hinweis auf eine mogliche Unabhingigkeit der SC-58635
induzierten Apoptose von WTp53 bzw. mutiertem p53 sein. Damit wiirde die selektive
COX-2-Blockade einen enormen Vorteil gegeniiber der therapeutischen Wirkung von
Zytostatika darstellen, welche zumeist von WTp53, das gerade in Karzinomen hiufig mutiert
vorliegt, abhdngig ist (159, 160, 162, 189, 191).

Da, wie die Daten belegten, die SC-58635 induzierte Apoptoseexekution vom
antiapoptotischen MCL-1 abhingig war, ist der in dieser Arbeit gezeigte rasche
MCL-1-Abbau nach selektiver COX-2-Blockade von hoher klinischer Relevanz. So liegt ein
Grund fiir die Therapieresistenz verschiedenster Tumorentititen in der Akkumulation von
MCL-1, was in der chronischen lymphatischen Leukédmie (263), im Cholangiokarzinom (264)
und insbesondere im HCC (116, 196, 229, 265-267) demonstriert wurde. Eine Uberexpression
von COX-2 bzw. die Zufiilhrung von externem PGE, konnte die Apoptoseschwelle in
humanen Lungenadenokarzinom-Zellen iiber die Hochregulierung des mcl-1-Gens erhdhen.
Die daraus resultierende Anreicherung von MCL-1 wurde iiber den PI3K/Akt-abhingigen
Signalweg weiter begiinstigt (199). Dagegen konnten Fleischer et al. {iber die Reduktion von
MCL-1 mit einem spezifischen PI3K-Inhibitor in Hepatomzellen eine Sensitivierung
gegeniiber Zytostatika bewirken (116).

Ob die SC-58635 induzierte Apoptose, mit ihren potentiellen Vorteilen, Defizite von
Zytostatika in Hepatomzellen ausgleichen konnte, wurde abschlieBend in einer
Kombinationsbehandlung von SC-58635 mit Bleomycin, Doxorubicin oder Mitoxantron
iiberpriift. Dabei fiel zuerst die bessere apoptotische Wirkung von SC-58635 gegeniiber der
hochsten ausgewdhlten Konzentration der Chemotherapeutika auf. Die Kombination von
Zytostatika mit SC-58635 ergab in allen Fillen eine Erhohung der Chemosensitivitdt der
Hepatomzellen, wobei auch hier der Unterschied zwischen WTp53 und mutiertem p53 nicht
wesentlich war. Ergidnzend konnte mit der Reduktion der Apoptose mittels Ad fadd A™ die
Beteiligung des extrinsischen Weges gezeigt werden. Von besonderer klinischer Relevanz
war schlielich das Ergebnis der Kombinationsbehandlung von SC-58635 mit den
ausgewdhlten Zytostatika in PHHs. SC-58635 konnte normale Leberzellen im Gegensatz zu
Hepatomzellen nicht gegen die chemotherapeutisch induzierte Apoptose sensitivieren. In

einer anderen Arbeit konnten die Autoren mit dem spezifischen COX-2-Inhibitor NS398 in
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fotalen Prostata-Fibroblasten ebenfalls keine apoptotischen Charakteristika identifizieren (70).
Erginzende Versuche in Leber-Schnittkulturen bestdtigten die Wirkungslosigkeit der
spezifischen COX-2-Inhibition mit Meloxicam in nicht tumorésem Gewebe (268).

Aber auch aus der in der vorliegenden Arbeit gezeigten SC-58635 induzierten Sensitivierung
der Todesrezeptorsysteme fiir ihre entsprechenden Liganden lieBe sich ein therapeutischer
Nutzen der Kombinationsbehandlung von Liganden mit SC-58635 ableiten. Hierzu gibt es
beispielsweise Untersuchungen zur Verwendung von TRAIL als Antikrebs-Biotherapeutikum
(253, 269). Auch eine therapeutische Anwendung von CD95-Ligand wird derzeit untersucht
und diskutiert (270).

Die Ergebnisse zusammen geben vielversprechende Hinweise auf die klinische Relevanz der
SC-58635 induzierten Apoptose Tlber selektive COX-2-Blockade, insbesondere auf
synergistische Behandlungsoptionen, wie beispielsweise die Kombination von SC-58635 mit
herkdmmlichen Zytostatika. In weiterfilhrenden Studien konnten so  effektive
Therapiemoglichkeiten fiir das HCC mit SC-58635, stellvertretend flir die Wirkstoffgruppe
der NSARs, herausgearbeitet werden.
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3. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Mechanismen der Apoptoseexekution durch selektive
COX-2-Blockade mit dem NSAR SC-58635 in den HCC-Zelllinien HepG2 und HuH-7
untersucht. Wéhrend der Apoptoseexekution wurde die frithzeitige Aktivierung der
Initiator-Caspase-8 und der Effektor-Caspasen CASP-3 und CASP-9 demonstriert und
funktionell bestdtigt. Weiter ergab die selektive COX-2-Blockade eine rasche Aktivierung des
mitochondrialen Apoptosesignalweges. SC-58635 fithrte in den Mitochondrien zu einer
schnellen Herunterregulierung von MCL-1, ein antiapoptotisches BCL-2-Familienmitglied,
gefolgt von der Translokation von BAX und BID an die Mitochondrien und der
CYT-C-Freisetzung aus den Mitochondrien ins Zytoplasma. Diese Vorgénge waren mit der
Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials verbunden. In der Konsequenz fiihrte
die Uberexpression von MCL-1 zu einer deutlichen Abnahme und die Blockade von
endogenem MCL-1, mittels siRNA-mcl-1, zu einer Verstirkung der SC-58635 induzierten
Apoptose.

Die Beteiligung des extrinisischen Signalweges wurde zunéchst tiber die Reduktion der
Apoptose nach Uberexpression von FADD A", einer mutanten Form des FADD-Proteins,
demonstriert. Zudem wurde durch die selektive COX-2-Blockade die Oberfldchenexpression
der Todesrezeptoren CD95, TNF-R1, TRAIL-R1 und TRAIL-R2 reguliert und die
Rezeptorsysteme filir ihre entsprechenden Liganden sensitiviert. Eine Ausnahme hiervon
bildete das CD95-Rezeptorsystem von HuH-7-Zellen mit mutiertem p53.

Weiterhin beeinflussten FADD, CASP-8 und CASP-3 auch die Depolarisierung der
Mitochondrienmembran, womit ein Einfluss des extrinsischen Signalweges auf den
intrinsischen Signalweg deutlich wurde.

Von therapeutischer Relevanz war der Synergieeffekt von SC-58635 mit den
chemotherapeutischen Wirkstoffen Bleomycin und Doxorubicin bei der Apoptoseinduktion
sowie die Verstarkung der Apoptose in Kombination mit Mitoxantron in den untersuchten
Zelllinien. Da dies unabhédngig davon, ob p53 als WT oder in der mutierten Form vorlag,
geschah, stellt die Kombination mit SC-58635 einen Vorteil gegeniiber der klassischen
chemotherapeutischen Behandlung, welche zumeist auf WTp53 angewiesen ist, dar.
Weiterhin sensitivierte SC-58635 PHHs nicht fiir die chemotherapeutisch induzierte

Apoptose, was die klinische Relevanz dieser Ergebnisse bestétigt.
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6. Abstract

In the present work the mechanisms by which Cyclooxygenase (COX)-2 inhibition through
the NSAR SC-58635 induces apoptosis were investigated in the hepatocellular carcinoma
(HCC) cell lines HepG2 containing WTp53 and HuH-7 possessing a mutated transcriptional
inactive form of p53. The early activation of the initiator-caspase CASP-8 and the
effector-caspases CASP-3 and CASP-9 during the apoptosis execution was demonstrated and
functionally confirmed.

The findings showed a link between selective COX-2 inhibition and the mitochondrial
apoptosis pathway. SC-58635 led to a rapid down-regulation of myeloid cell leukaemia-1
(MCL-1), an anti-apoptotic member of the BCL-2 family, followed by translocation of BAX
and BID to mitochondria, CYT-C release from mitochondria and depolarisation of the
mitochondrial membrane potential. Consequently, overexpression of MCL-1 led to the
inhibition of SC-58635 mediated apoptosis. In addition, blocking endogenous MCL-1
function using a small-interfering (si) RNA approach enhanced COX-2 inhibitor-mediated
apoptosis.

Furthermore, overexpression of a dominant negative FAS associated death domain mutant
(FADD A") reduced COX-2 inhibitor-mediated apoptosis, which demonstrated the
participation of the extrinsic pathway. Additionally, SC-58635 triggered cell surface
expression of the CD95, TNF R and TRAIL-R1 and -R2 death receptors rapidly and
sensitized the investigated receptorsystems for their spcific ligands. An exception of this was
the CD95 receptor in HuH-7 cells with mutated p53.

Additionally, FADD A" as well as the inhibitors of CASP-8 and CASP-3 also reduced the
depolarisation of the mitochondrial membranes. In order to that the extrinsic pathway via the
death receptors showed an influence on the mitochondrial intrinsic pathway.

It is of clinical importance that SC-58635 acted synergistically with the chemotherapeutic
drugs bleomycin and doxorubicin in the induction of apoptosis and it amplified apoptosis in
combination with mitoxantrone. This was independent of the WT or mutated form of p53 in
the investigated HCC cell lines, which is an advantage over the dependency of WTp53 during
classical chemotherapeutic treatment. The clinical relevance of these results is further
substantiated by the finding that SC-58635 did not sensitize primary hepatocytes (PHH)

toward chemotherapy-induced apoptosis.
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