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Zusammenfassung

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) zahlt zu den haufigsten Krebserkrankungen weltweit
und die Mortalitatsrate der betroffenen Patienten hat in den letzten Jahrzehnten drastisch
zugenommen (Blum et al, 2007). Ein Grund dafir sind die limitierten
Behandlungsmoglichkeiten, da nur fir ca. 50% der Patienten eine kurative Therapie wie
Resektion, Transplantation sowie lokal ablative Verfahren bei noch nicht fortgeschrittener
Erkrankung in Frage kommen. Bei der anderen Halfte der Patienten sind, aufgrund des
progressiven Stadiums ihrer Erkrankungen, die therapeutischen Mdoglichkeiten stark
eingeschrankt. Deshalb sind neue therapeutische Strategien, die das Gesamtiberleben von
HCC-Patienten mit guter Lebensqualitat verlangern, dringend notwendig. TRAIL (7umor
necrosis factor-related apoptosis inducing ligand) kénnte sich als vielversprechende
Substanz in der Tumortherapie erweisen, da TRAIL im Gegensatz zu CD95L Apoptose in
Tumorzellen, jedoch nicht in gesunden Zellen induziert (Ashkenazi et al., 1999). Allerdings
zeigen viele Tumorzellen, u.a. auch Hepatoma-Zellen, eine TRAIL-Resistenz. Deshalb ist
eine kombinierte Behandlung von TRAIL mit Substanzen wie dem Proteasom-Inhibitor
Bortezomib erforderlich, die durch verschiedene Mechanismen die Apoptose-Sensitivitat des
Tumorgewebes gegenliber TRAIL erhéhen (Koschny et al., 2007a). Da Bortezomib
madglicherweise auch tumorfreies Lebergewebe gegeniber TRAIL-induzierter Apoptose
sensibilisiert, ware zielgerichtetes TRAIL, das selektiv gegen das Tumorgewebe gerichtet ist,
von groflem Vorteil. In dieser Arbeit wurde in EGF-Rezeptor (epidermal growth factor
receptor) positiven Hepatoma-Zellen (Huh7) und erstmals auf humanem, intaktem,
unfixiertem HCC-Lebergewebe unspezifisches TRAIL (scTRAIL) und Antigen-spezifisches
TRAIL (aEGFR-scTRAIL), das gegen den im HCC verstarkt exprimierten EGF-Rezeptor
gerichtet ist, allein und in Kombination mit Bortezomib auf Apoptose-Induktion analysiert.
Gleichzeitig wurde die Hepatotoxizitat beider Proteine auf primaren humanen Hepatozyten
(PHH) und gesundem Lebergewebe untersucht. Es konnte gezeigt werden, dass
zielgerichtetes TRAIL gegenuber der nicht zielgerichteten TRAIL-Version in Kombination mit
Bortezomib zu einer hoheren Apoptoserate in Hepatoma-Zellen bzw. im HCC-Gewebe flihrt.
Dagegen wurde durch die beiden TRAIL-Versionen keine relevante Apoptoserate in PHH
oder gesundem Lebergewebe erzielt. Weiterhin konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
zielgerichtetes TRAIL mit Bortezomib im tumorfreien zirrhotischen Lebergewebe keine
verstarkte Apoptoserate hervorruft. Der Einsatz von zielgerichtetem TRAIL stellt somit einen
neuen vielversprechenden Ansatz in der Tumortherapie dar, der mit einer verstarkten

Bioaktivitat im Tumorgewebe und reduzierten Off-Target-Effekten assoziiert sein kdnnte.

Schlagworte: Hepatozellulares Karzinom (HCC), TRAIL, Apoptose
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Abstract

Hepatocellular carcinoma (HCC) is one of the most common solid tumors with increasing
incidence worldwide (Blum et al., 2007). However, treatment options are limited so far due to
the resistance of HCC to conventional chemotherapeutic agents. Therefore, there is a strong
need for novel therapeutic strategies to enhance treatment response of HCC.

Tumor necrosis factor-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) has been implicated as
promising novel anticancer drug, since in contrast to other ligands of the TNF family, TRAIL
selectively induces apoptosis in cancer cells but not in normal cells and therefore might not
exert hepatotoxicity. However, most tumor cells including hepatocellular carcinoma cells
reveal TRAIL resistance. Thus, combination of TRAIL with apoptosis sensitizing agents such
as the proteasome inhibitor bortezomib is required (Koschny et al., 2007a). In this study we
have analyzed the pro-apoptotic efficacy of different versions of TRAIL, namely single chain
(sc) TRAIL and a fusion protein of scTRAIL targeting epidermal growth factor receptor
(aEGFR-scTRAIL) which is upregulated in the majority of HCC tissues. We analyzed pro-
apoptotic effects of both TRAIL versions alone and in combination with bortezomib in
hepatoma cells (Huh7) and in primary human hepatocytes (PHH) as well as in intact HCC
liver explants and healthy liver tissue. We demonstrated that EGFR-targeting TRAIL in
combination with bortezomib induced significantly higher caspase activation and cell death in
HCC cells and tissues but not in PHH and healthy liver. In contrast to HCC tissue, EGFR-
targeting TRAIL in combination with bortezomib showed no toxicity to tumor free liver tissue
of the respective individuals.

In conclusion, aEGFR-scTRAIL revealed increased anti-tumoral activity towards HCC without
inducing toxicity to tumor-free or healthy liver tissue. EGFR-targeting might therefore
represent a promising strategy to selectively enhance bioactivity and to prevent off-target

effects of cell death inducing agents in EGFR expressing HCC tissues.

Keywords: Hepatocellular carcinoma (HCC), TRAIL, apoptosis
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A EINLEITUNG

Leber und Hepatozellulares Karzinom

Die Leber ist im menschlichen Koérper die grofdte Verdauungsdrise und sie Ubernimmt
wichtige Stoffwechselfunktionen wie Aufbau von Glykogen, Bildung des Aminosaurepools flr
die Proteinbiosynthese und Bildung von Harnstoff. Des Weiteren ist dieses Organ fir die
Produktion von Galle und den damit verbundenen Entgiftungsvorgdngen verantwortlich. Die
Leber ist ca. 1,5 kg schwer und von einer Kapsel aus Bindegewebe umgeben. Die Leber ist
in 8 Lebersegmente untergliedert, die in Leberlappchen (Lobuli hepatis) unterteilt sind, die
wiederum aus konzentrisch um eine Lebervene angeordneten Leberbalkchen mit saulenartig
aufgereihten Leberzellen (Hepatozyten) bestehen. Ca. 60% aller Zellen bzw. 80% des
Lebervolumens sind Hepatozyten (Arterburn et al., 1995). Durch akute oder chronische
Entzindungen, verursacht durch toxische, virale, metabolische, autoimmune oder
cholestatische Einflisse, kommt es zum Umbau des normalen Lebergewebes (Fibrosierung).
Eine fortgeschrittene Leberfibrose kann u.a. zur Leberzirrhose mit fortschreitender
Einschrankung der Leberfunktion und mit dem Risiko der Entstehung eines Hepatozellularen
Karzinoms fuhren (Gines et al., 2004).

Die Karzinogenese ist ein mehrstufiger Prozess, bei dem es u.a. zu genetischen
Veranderungen und schliellich zum unkontrollierten Wachstum der Zellen kommt. Laut
Hanahan und Weinberg gibt es verschiedene biologische Kennzeichen der Onkogenese.
Diese sind u.a. die Autarkie der Wachstumsfaktoren, das fehlende Ansprechen auf
Wachstums-inhibierende Signale, die Fahigkeit zur Gewebeinvasion und Metastasierung,
das ungehemmte Replikationspotential, die gesteigerte Freisetzung und Expression von
proangiogenen Faktoren, sowie die Resistenz gegeniber dem programmierten Zelltod
(Apoptose) (Hanahan et al., 2000).

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) zahlt weltweit zu den haufigsten Krebs-Arten mit einer
geschatzten Rate der Neuerkrankungen von 500.000 bis zu 1 Mio. Fallen pro Jahr, wobei die
globale Inzidenz zunehmend ist (El-Serag, 2011). Als Ursachen kommen chronische
Virushepatitis C und B/D, Hamochromatose, alkoholische Leberschadigung oder nicht
alkoholische Fettlebererkrankung (NASH) in Betracht, die zu Entziindungsreaktionen im
Lebergewebe und schlieBlich zum fibrotischen/zirrhotischen Leberumbau fihren (Abb.1)
(Cornella et al., 2011).
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Risikofaktoren
HCV, HBV, Alkohol...

Gesunde Leber l zirrhotische Leber Hepatozelluldres Karzinom
Chronische
Hepatitis
—_—

v

Molekulare Faktoren
Mutationen, Genominstabilitat. ..

Abb.1: Humane Hepatokarzinogenese. Durch chronische Leberschadigung, verursacht durch z.B.
virale Hepatitis oder Alkohol, kommt es bei vielen Patienten zur Entstehung des Hepatozellularen
Karzinoms auf dem Boden einer Leberzirrhose. Die verschiedenen Stadien der
Hepatokarzinogenese werden von verschiedenen externen und internen Faktoren beeinflusst.

Abbildung verandert nach Cornella et al. 2011.

Die Diagnose des HCC ist teilweise sehr schwierig, da es haufig bis zu einem spaten
Stadium unbemerkt bleibt und klinisch asymptomatisch verlauft. Selbst frih entdeckt, sind
die  Behandlungsmdéglichkeiten  limitiert. Die  Wahl fur die  verschiedenen
Behandlungsmdglichkeiten ist sowohl abhangig von der Leberfunktion als auch vom
Tumorstadium. Nur fir ca. 50 % aller HCC Patienten kommen kurative Therapieverfahren
wie chirurgische Resektion, Lebertransplantation, lokal ablative Verfahren wie
Radiofrequenzablation oder perkutane Ethanolinjektion aufgrund ihres lokal begrenzten
Tumorbefalls und fehlender extrahepatischer Metastasierung in Frage. Die palliative
Therapie des HCC ist stark eingeschrankt, da sich das HCC gegenlber systemischen,

konventionellen Chemotherapeutika als resistent erweist (Forner et al., 2012).

Zielgerichtete Therapien, die individuelle Tumorsignalwege bericksichtigen, erweisen sich
zunehmend als vielversprechende Strategie. So konnte beispielsweise gezeigt werden, dass
durch den Multikinase-Inhibitor Sorafenib das mittlere Uberleben der Patienten mit HCC im
fortgeschrittenen Stadium gegenuber Placebo signifikant verlangert werden konnte (Llovet et
al., 2008). Allerdings betrug der Uberlebensvorteil in der Verumgruppe nur 3 Monate, so
dass weitere noch effektivere Therapiestrategien zur Behandlung des fortgeschrittenen HCC

wlnschenswert sind. Ziel der Tumortherapien ist das Eingrenzen des Tumors durch
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Induktion von Tumorzelltod ohne Schadigung der nicht transformierten Zellen im

benachbarten Gewebeverband.

Apoptotischer Zelltod

Es werden verschiedene Arten des Zelltodes, Nekrose und Apoptose, unterschieden. Bei der
Nekrose kommt es zum Anschwellen und schliel3lich zum Platzen der Zelle mit Freisetzung
des Zellinhaltes, wodurch eine Entziindungsreaktion und somit die Schadigung des
umliegenden Gewebes hervorgerufen wird (Malhi et al., 2006; Naniji et al., 1997; Trauth et
al., 1995).

Nekrose
mitochondriale Veranderungean Aufaruch der Membran
o "lfjfu o
g Ty //’:i’)@u 79 a_}
e, CEX
2 )
@M = Ykt
: >
N WA Ry
P D g "
== - A= |
= & oo
Erhalt des Chromatinmusters \‘i,—r’_)
normale Zelle reversible Schwellung | imeversible Schwellung Lyse
Apoplose
Erhalt der Mitochondrisnstruktur | imaTe Memibran
' g, —
7 Ty %
L @) e s : P e
e
-~ AN - &p @
_}Irfs,‘ L _\1 (%:1 ST
| ey ok s
3 } eai gy A
(& _ QE ) | o (P)
nukledre Yerdnderungen | apoptotische Kéarper
normale Zelle Schrumpfung | Fragmentation sekundire Nekrose

Abb.2: Vergleich zwischen Nekrose und Apoptose. Bei der Nekrose kommt es aufgrund von
Elektrolytverschiebungen zum Anschwellen und schlieBlich zum Platzen der Zelle, wobei der
Zellinhalt freigesetzt wird. Bei der Apoptose kommt es zunachst zur Kondensation des nuklearen
Chromatins und des Zytoplasmas, gefolgt von der Ausstulpung der Zellmembran. Dabei werden
sogenannte ,apoptotischen Korperchen® gebildet, die von umgebenen Zellen phagozytiert und
durch Lysosomen abgebaut werden. Abbildung aus Boehringer Mannheim Apoptosis Guide;
Trauth und Keesey, 1995.

Im Gegensatz zur Nekrose dient die Apoptose der Aufrechterhaltung des physiologischen
Gleichgewichts einer Zellpopulation. Diese Art des Zelltodes ist nach einem bestimmten
Ablauf reguliert und wird deshalb auch als programmierter Zelltod bezeichnet. Apoptose ist
ein aktiver Prozess, der morphologisch und biochemisch durch bestimmte Merkmale wie

Chromatin-Kondensation, Zell-Schrumpfung sowie Einschniirung des Zytoplasmas und des
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Zellkerns in  membrangebundene Vesikel, sogenannte ,apoptotische Kd&rperchen®,
gekennzeichnet ist. Diese werden /n vivo von Makrophagen oder dendritischen Zellen
erkannt und rasch phagozytiert, wobei dieser Prozess keine Entziindungsreaktion hervorruft.
Eine Stérung der Balance zwischen Zelltod und -neubildung spielt in der Pathogenese von
Erkrankungen eine entscheidende Rolle. Eine verringerte Apoptoserate wird z.B. in der
Tumorentwicklung vermutet, wahrend bei neurodegenerativen und einigen viralen bzw.
bakteriellen Erkrankungen eine erhdhte Apoptoserate postuliert wird (Neuman, 2001; Osawa
et al., 2009).

Signalwege der Apoptose

Apoptose wird durch eine Vielzahl von verschiedenen Stimuli wie z.B. Liganden der
Todesrezeptor-Familie (CD95L, TNF, TRAIL), mikrobielle bzw. virale Infektionen,
Chemotherapeutika oder ionische Strahlung induziert. Prinzipiell werden zwei verschiedene
Signalwege, der extrinsische (Todesrezeptor-vermittelte) und der intrinsische
(mitochondriale) Signalweg unterschieden (Daniel, 2002; Guicciardi et al., 2005). Durch
diese Signalwege werden kaskadenartig Cystein-Proteasen, sogenannte Caspasen,
aktiviert. Dabei aktivieren Initiatorcaspasen wie Caspase-8, -9 oder -10 nachfolgende
Effektorcaspasen wie Caspase-3, -6 oder -7 (Martinon et al., 2004). Effektorcaspasen
spalten die flr die Zellfunktion und -integritdt wichtigen Proteine wie beispielsweise
Cytokeratin-18, ein Intermediarfilamentprotein, das von epithelialen Zellen und somit auch
von Hepatozyten exprimiert wird. Nach Bindung von Todesliganden wie TRAIL (fumor
necrosis factor related apoptose-inducing ligand), CD95L oder TNF-a (fumor necrosis factor
alpha) an ihren spezifischen Rezeptor werden das Adaptermolekil FADD (Fas-associated
protein with death domain) sowie die inaktiven Vorstufen der Initiatorcaspasen an den
intrazelluldaren Rezeptoranteil rekrutiert, wodurch der sogenannte Todesrezeptor-Komplex
(DISC, death inducing signaling complex) gebildet wird. Dadurch kommt es zur
autoproteolytischen Aktivierung der Initiatorcaspasen die nachfolgend Effektorcaspasen
aktivieren. Diese Proteasen spalten eine Vielzahl von Substraten und induzieren dadurch
den apoptotischen Zelltod. Der beschriebene extrinsische Signalweg findet in sogenannten
Typ-I-Zellen statt und kann am DISC-Komplex durch cFLIP (cellular FLICE-like inhibifory

protein) inhibiert werden.
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Abb.3: Extrinsischer (Todesrezeptor-vermittelter) und intrinsischer (mitochondrialer) Signalweg
der Apoptose. Bei dem extrinsischen Signalweg der Apoptose (A) erfolgt durch die Bindung des
spezifischen Liganden, z.B. TRAIL, an seinen Rezeptor die Formation des Todesrezeptor-
Komplexes, bestehend aus Adaptorprotein FADD (Fas-associated protein with death domain),
Pro-Caspase-8 und dem intrazellularen Rezeptoranteil. Dabei kommt es zur autoproteolytischen
Aktivierung von Initiatorcaspase-8, die wiederum u.a. Effektorcaspase-3 aktiviert. Es kommt zur
Spaltung einer Vielzahl an zelluldren Substraten, wodurch der apoptotische Zelltod induziert
wird. In Typ-ll-Zellen, wie Hepatozyten, wird durch die Aktivierung der Caspase-8 das pro-
apoptotische Molekdl Bid (#runcated BH3 inferacting domain death agonist) gespalten, das als
Bindeglied zum intrinsischen Signalweg die Aktivierung der Effektorcaspasen verstarkt. Beim
intrinsischen Signalweg (B) wird Uber DNA-Schadigung das pro-apoptotische Molekil Bax (Bcl-
2-associated X protein) aktiviert, das die Freisetzung von Cytochrom ¢ aus den Mitochondrien
induziert. Cytochrom c bildet mit dem Adapterprotein APAF-1 (apopfotic protease activating
facfor 1) und der Pro-Caspase-9 das sogenannte Apoptosom, das wiederum die
Initiatorcaspase-9 aktiviert und nachfolgend die Aktivierung der Effektorcaspase 3 bewirkt. Anti-
apoptotische Molekiile wie Bcl-2/Bcl-xL (B-cell lymphoma 2/ B-cell lymphoma-extra large)

kénnen die Cytochrom c Freisetzung inhibieren. Abbildung verandert nach Daniel et al. 2002.

In Typ-Il Zellen, z.B. Hepatozyten, wird der extrinsische Signalweg durch den intrinsischen
Signalweg verstarkt. Dabei ist die Uber den Todesrezeptor aktivierte Caspase-8 nicht

ausreichend, um den Zelltod Uber Effektorcaspasen zu induzieren. In diesen Zellen vermittelt
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Caspase-8 eine Spaltung des pro-apoptotischen Molekils Bid (truncated BH3 interacting
domain death agonist), das zur Aktivierung des intrinsischen Signalweges fiihrt. Der
intrinsische, mitochondriale Signalweg kann durch extra- und intrazelluldre Signale wie UV-
Strahlung oder oxidativen Stress ausgelost werden. Es kommt zur Aktivierung von
proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie wie Bax, Bak, Bim oder Noxa, die eine
mitochondriale Cytochrom ¢ Freisetzung induzieren. Ahnlich wie der DISC beim
extrinsischen Signalweg, bildet das zytosolische Cytochrom ¢ mit dem Adapterprotein Apaf-1
und der Procaspase-9 das Apoptosom. Dies fiihrt zur autoproteolytischen Aktivierung der
Initiatorcaspase-9 und nachfolgend zur Aktivierung der Effektorcaspasen -3, -6 und -7, deren
Substratspaltung in der Induktion des apoptotischen Zelltodes resultiert. Der intrinsische
Signalweg kann durch anti-apoptotische Proteine der Bcl-2 Familie inhibiert werden
(Schulze-Osthoff et al., 1998).

TRAIL ( 7umor necrosis factor related apoptosis-inducing ligana)

Humanes TRAIL, auch Apo2L, ist ein Typ-Il Transmembran-Protein der TNF-Superfamilie
(Wiley et al., 1995). Der Ligand besteht aus 281 AS und wird mit einer kurzen
zytoplasmatischen N-terminalen Doméne und einer langen C-terminalen
Rezeptorbindungsdoméane exprimiert. Ldsliches TRAIL (soluble, sTRAIL), das eine
homotrimere Struktur aufweist und 3 Rezeptormolekile bindet, entsteht durch die
proteolytische Abspaltung der extrazellularen Domane von der Zelloberflache. Im Zentrum
des Liganden befindet sich ein Zinkatom, das von den Cytein-Resten der Untereinheiten
gebunden wird und fur die Stabilitdt und biologische Aktivitdt des Homotrimers wichtig ist
(Hymowitz et al., 2000). Im humanen Organismus kann TRAIL an 4 Rezeptoren binden,
TRAIL-R1 (DR4), TRAIL-R2 (DR5), TRAIL-R3 (DcR1) und TRAIL-R4 (DcR2), wobei die
beiden ersten agonistische und letztere antagonistische Rezeptoren sind. TRAIL-R1 und -R2
haben eine zytoplasmatische Todesdoméane, die flir die Rekrutierung der Initiatorcaspasen
essentiell ist. Die beiden Rezeptoren TRAIL-R3 und -R4 haben hingegen keine funktionelle
intrazellulare Domane und tragen deshalb nicht zur Signaltransduktion bei (Bodmer et al.,
2000; Kischkel et al., 2000; Sprick et al., 2002). Die TRAIL-R1 und -R2 Expression auf der
Zelloberflache von normalen Zellen wie auch Hepatozyten ist relativ gering und oft
zytoplasmatisch anstelle von membrangebunden (Ganten et al., 2006). Im Gegensatz dazu
konnte eine erhohte Expression dieser beiden Rezeptoren auf einer Vielzahl von
Tumorzellen, u.a. auch HCC-Zellen, nachgewiesen werden (Daniels et al., 2005; Ichikawa et
al., 2001; Koehler et al., 2009; Rowinsky, 2005; Yamanaka et al., 2000). Andere Arbeiten
zeigen, dass TRAIL-R1 und -R2 gegenuber TRAIL-R3 und -R4 im HCC verstarkt exprimiert
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werden (Chen et al., 2003). In frilheren Studien wurde postuliert, dass TRAIL-R1 sowohl
durch Iésliches als auch membrangebundes TRAIL, wahrend TRAIL-R2 vor allem durch die

membrangebundene Form aktiviert wird (Mihlenbeck et al., 2000; Wajant et al., 2001).

Die Rolle von TRAIL in Tumorerkrankungen wird kontrovers diskutiert. In TRAIL-defizienten
Mausen zeigte sich, dass diese empfanglicher fir chemisch induzierte als auch fiir spontan
entwickelnde Tumore sind (Cretney et al., 2002; Takeda et al., 2002; Zerafa et al., 2005).
Kontrovers dazu wurde /n vivo demonstriert, dass TRAIL die Metastasierung von humanen
pankreatischen Tumoren begiinstigt (Trauzold et al., 2006) und das Fehlen von TRAIL-
Rezeptoren in Mausen die primare Tumorentwicklung nicht beeinflusst, aber die
Lymphknoten-Metastasierung férdert (Grosse-Wilde et al.,, 2008). TRAIL gqilt als
vielversprechendes neues Tumortherapeutikum, da gezeigt werden konnte, dass, im
Gegensatz zu CD95L, TRAIL selektiv Apoptose in transformierten aber nicht in normalen
Zellen auslost (Griffith et al., 1999; LeBlanc et al., 2003). In klinischen Studien (Phase | und
II) wurden die agonistischen TRAIL-R1 Antikérper Mapatumumab (HGS-ETR1) und TRAIL-
R2 Antikérper Lexatumumab (HGS-ETR2) mit guter Vertraglichkeit und antitumoraler
Aktivitat getestet (Greco et al., 2008; Plummer et al., 2007). Aufgrund von molekularen
Veranderungen weisen viele Tumorzellen jedoch eine Resistenz gegenliiber TRAIL auf, die
durch die kombinierte Behandlung von TRAIL mit Apoptose-sensibilisierenden Substanzen
oder konventionellen Chemotherapeutika umgangen werden kann (Dyer et al., 2007).
Beispielsweise konnte im Kolonkarzinom-Modell bei Mausen gezeigt werden, dass eine
Kombination aus TRAIL mit konventionellen Chemotherapeutika zu antitumoralen Effekten
im Gegensatz zu den jeweiligen Substanzen allein flihrte, wobei bei 50% der Tiere eine
komplette Regression erzielt werden konnte (Naka et al., 2002). Des Weiteren konnte durch
TRAIL kombiniert mit Bestrahlung eine Sensitivierung von TRAIL-resistenten Zellen bei
Mamma- und Prostatakarzinom gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose erreicht werden
(Shankar et al., 2004). In Leukamie-Zellen konnte durch die Vorbehandlung mit dem
Multikinase-Inhibitor Sorafenib der TRAIL-induzierte Zelltod potenziert werden. Sorafenib
fuhrte in diesen Zellen zur Herunterregulation der anti-apoptotischen Molekile Bcl-xL und
Mcl-1 (Rosato et al., 2007). Der Proteasom-Inhibitor Bortezomib, der in der Klinik fir die
Behandlung von hamatologischen Malignitaten eingesetzt wird (Rajkumar et al., 2005),
sensibilisiert /n vitro Karzinom-Zellen u.a. auch Hepatoma-Zellen fir die TRAIL-induzierte
Apoptose (Ganten et al., 2005; Koschny et al., 2010; Koschny et al., 2007b). Jedoch birgt die
kombinierte Gabe von TRAIL mit Proteasom-Inhibitoren auf HCC-Lebergewebe das Risiko
der Hepatotoxizitat auf benachbarten tumorfreiem Lebergewebe. Es konnte gezeigt werden,
dass Bortezomib in Kombination mit TRAIL in prim&ren, humanen Hepatozyten Toxizitat

hervorruft (Koschny et al., 2007a). Eine Verbesserung der tumorspezifischen Apoptose-
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Induktion durch TRAIL mit Folge eines héheren Effektes im Tumorgewebe ( 7arget-Effekt) mit
Minimierung der Effekte im tumorfreien Gewebe (Off-TargetEffekt) ware deshalb
erstrebenswert. Dies kdnnte durch die Fusion des jeweiligen Wirkstoffes mit monoklonalen
Antikoérpern oder Antikdrperfragmenten, die Oberflichenmarker der jeweiligen Tumorart
erkennen, erzielt werden (Gerspach et al., 2009a; Wajant et al.,, 2011). Diese Strategie
konnte bereits mit einem CD95L-Fusionsprotein, das gegen das Tumorstroma-Antigen FAP
(fibroblast activation profein) gerichtet ist, erfolgreich umgesetzt werden. Dieses
Fusionsprotein zeigte im Xenograft-Tumormodel inhibierende Effekte auf das Wachstum von
FAP-positiven Tumorzellen (Bremer et al., 2006; Samel et al., 2003). Der EGF-Rezeptor
(epidermal growth factor receptor, erbB1/Her1 neu) ist im HCC verstarkt exprimiert und mit
schlechter Prognose assoziiert (Bremer et al., 2006; Buckley et al., 2008; Furuse, 2008). Das
therapeutische Potential von rekombinanten EGF-Rezeptor spezifischen TRAIL-
Fusionsproteinen ware daher eine innovative Strategie zur Behandlung von EGF-Rezeptor

positiven Tumoren (Beuttler et al., 2009).

In Vorarbeiten wurde single chain TRAIL (scTRAIL, nicht zielgerichtetes TRAIL), bestehend
aus drei durch Peptid-Linker fusionierten extrazellularen TRAIL-Domanen, mit einem
humanisierten anti-EGF-Rezeptor spezifischen Antikérper-Derivat fusioniert, wodurch eine
zielgerichtete Tumorantigen-spezifische TRAIL-Version generiert wurde (zielgerichtetes
TRAIL, aEGFR-TRAIL).

n VA Vel TRAL I TRAIL I TRALL |-¢

Abb.4: Design der rekombinanten TRAIL-Fusionsproteine. Fur das Fusionsprotein single chain
TRAIL (scTRAIL) wurden drei humane TRAIL-Doménen (AS 95-281) mit einem Peptid-Linker
fusioniert. EGF-Rezeptor spezifische scFv-Antikdrperfragmente (Vi und Vi) wurden N-terminal
an scTRAIL fusioniert. L Leader-Sequenz; scFv single chain variable fragment, F Flag-Tag;
TRAIL human TRAIL AS 95-281. (Schneider et al., 2010; Siegemund et al., 2012)

Beide Fusionsproteine verfiigen Uber ein N-terminales Signalpeptid, das bei der Herstellung
zur Sezernierung der Proteine in den Zellkulturstand bendtigt wird, gefolgt von einem Flag-

Tag zur Detektion und Reinigung der Proteine. C-terminal schlie3t sich beim scTRAIL das
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Uber (GlysSer)s-Linker verbundene TRAIL-Trimer an. Beim oEGFR-TRAIL wurde ein
humanisiertes single chain fariable fragment (scFv) hu225, das vom chiméren anti-EGFR
monoklonalen Antikdrper Cetuximab (C225) abgeleitet ist, an den N-Terminus des scTRAIL
fusioniert. Fir das rekombinante Einzelketten scTRAIL und das TRAIL-Fusionsprotein
oEGFR-TRAIL, mit Spezifitdt fir das humane Oberflachenantigen EGF-Rezeptor, konnten
mit Hilfe eines neuen Proteindesigns die pharmakokinetischen Eigenschaften und die
Bioaktivitat gegenuber dem nicht-kovalenten Homotrimer TRAIL /n vitro verbessert und eine
hoéhere Stabilitat erreicht werden. Mit Hilfe dieses Antigen-spezifischen Fusionsmolekils wird
funktionell membrangebundenes TRAIL imitiert, das selektiv Apoptose in Tumorzellen
hervorruft (Schneider et al., 2010; Siegemund et al., 2012).

Proteasom-Inhibition

Das Proteasom ist ein hetero-oligomerer Proteinkomplex mit einer Gré3e von 2000 kDa, der
sowohl nuklear als auch zytoplasmatisch in eukaryotischen Zellen lokalisiert ist. Es spielt
eine essentielle Rolle in der Homobostase zwischen Proteinsynthese und -degradation.
Proteasomal abgebaut werden u.a. zelleigene Transkriptionsfaktoren, Zellzyklusfaktoren
sowie fehlerhaft gefaltete Proteine aber auch zellfremde Proteine, z.B. von viralen Erregern.
Zunachst erfolgt ein kaskadenartiger Prozess der Poly-Ubiquitinierung der Proteine, gefolgt
von deren Abbau im katalytischen Zentrum, der 20S Kerneinheit des Proteasoms. Die durch
den Abbau freigesetzten Peptide werden zytosomal Uber Exo- und Endonukleasen weiter
degradiert und u.a. Uber MHC-Klasse | Moleklle prasentiert. Mit Hilfe des Ubiquitin-
Proteasom-Signalweges werden mehr als 80 % aller zellularen Proteine degradiert, die in
Prozesse wie den Zellzyklus, Proliferation und Apoptose involviert sind (Crawford et al.,
2011).

Zunachst wurden Proteasom-Inhibitoren in der Grundlagenforschung eingesetzt, um mehr
Erkenntnisse Uber das Ubiquitin-Proteasom-System zu erlangen, wobei inzwischen einige
Proteasom-Inhibitoren Einzug in die Klinik halten (Stanford et al., 2003). Die meisten
Proteasom-Inhibitoren sind gegen die 20S Einheit des Proteasoms gerichtet und sie kénnen
in synthetische Analoga und naturliche Produkte kategorisiert werden. Zu den synthetischen
Inhibitoren mit Peptid-Gerlst zahlen a-Ketoamide und Borsaure-haltige wie Bortezomib,
wahrend Lactaycystin und Epoxomicin natirliche Inhibitoren des Proteasoms sind (Myung et
al., 2001). Bortezomib (VELCADE oder PS-341) ist ein modifizierter Dipeptidyl-Borsaure-
haltiger Inhibitor des 26S-Proteasoms, wurde von Millenium Pharmaceuticalsals Inc.
(Cambridge, USA) entwickelt und im Jahr 2003 fir die Behandlung von Patienten mit
multiplem Myelom auf den Markt gebracht (Rajkumar et al., 2005; Voorhees et al., 2006).
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Das mdgliche Zusammenspiel von Bortezomib und TRAIL ist in der Abbildung 5 dargestellt
und wurde in Experimenten mit Neuroblastoma-Zellen postuliert (Naumann et al., 2011).
Bortezomib verstarkt die TRAIL-induzierte Spaltung von Bid zu tBid sowie seine

Stabilisierung und Akkumulation in die mitochondriale Membran.

Bortezomib

Upregulation
TRAIL-R2

Alteration of pro-
and antiapoptotic
proteins

C:DCD

-

TRAIL
TRAIL-R2

DisC FADD

Caspase-8 /
Acﬂ ve \
FLP‘-‘@ caspase-8 Active
\ caspase-3

Abb.5: Hypothese der synergistischen Interaktion von Bortezomib und TRAIL in Neuroblastoma
Zellen. Bortezomib verstarkt die TRAIL-induzierte Spaltung von Bid in tBid, seine Stabilisierung
und Anreicherung in die mitochondriale Membran. Des Weiteren erhdht Bortezomib die
Expression von p53 und Noxa sowie die Permeabilisierung der auleren Mitochondrienmembran.
Bortezomib fiihrt zur Hochregulierung des TRAIL-R2 auf der Zelloberflache und zu einer
verstarkten Rekrutierung der Caspase-8 zum DISC. Abbildung veréandert nach Naumann et al.
2011.

Des Weiteren bewirkt Bortezomib eine erhdhte Oberflachen-Expression von TRAIL-R1 und -
R2 und beglnstigt die DISC-Formation. Bortezomib kann somit verschiedene pro-
apoptotische Signalwege beeinflussen. Es konnte bereits gezeigt werden, dass durch die
Kombination von Bortezomib mit TRAIL die Apoptose-Resistenz z.B. bei myeloischer
Leukamie (Sayers et al., 2003), Prostatakrebs (Johnson et al., 2003; Thorpe et al., 2008),
Darm- oder Blasenkrebs (Lashinger et al., 2005; Nagy et al., 2006) oder bei HCC (Ganten et
al., 2005; Koschny et al., 2007a) aufgehoben werden kann.
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Ziel dieser Arbeit

Zum Zeitpunkt der Diagnose befinden sich die meisten HCC-Patienten im fortgeschrittenen
Stadium der Erkrankung ohne Mdglichkeit auf eine kurative Therapie. Aufgrund der
Tatsache, dass das HCC eine Resistenz gegenliber bestimmten zytostatischen Substanzen
aufweist, werden alternative Behandlungsstrategien dringend bendétigt. TRAIL wird als
mogliches neues Anti-Tumor-Therapeutikum gehandelt, da es, im Gegensatz zu CD95L,
Apoptose selektiv in Tumorzellen, aber nicht in gesunden Zellen auslést. In friiheren Studien
wurde gezeigt, dass einige Tumor-Zelllinien, auch Hepatoma-Zellen, resistent gegenuber
TRAIL-induzierter Apoptose sind. Jedoch konnte mit Hilfe des Proteasom-Inhibitors
Bortezomib eine Apoptose-Sensitivitat gegeniber TRAIL erreicht werden. Mit neuartigen
TRAIL-Fusionsproteinen soll in dieser Arbeit untersucht werden, inwieweit sich ein
tumorspezifisches TRAIL-Konstrukt gegeniliber nicht tumorspezifischem TRAIL als vorteilhaft
in Bezug auf die Apoptose-Induktion im Tumorgewebe erweist. Hierzu wurde ein gegen den
EGF-Rezeptor gerichtetes TRAIL-Fusionsprotein getestet, da 50-70% der Patienten eine

verstarkte Expression dieses Wachstumsfaktors im HCC-Lebergewebe aufweisen.

Experimentell soll die apoptotische Wirkung von nicht zielgerichtetem scTRAIL und
zielgerichtetem EGF-R-spezifischen scTRAIL nach Sensitivierung mit Bortezomib zunachst
auf primaren, humanen Hepatozyten und Hepatoma-Zellen (Huh7) untersucht werden. Im
nachsten Schritt soll durch das bereits etablierte ex vivo Modell die Chemosensitivitat und
die Apoptose-Effizienz der beiden TRAIL-Fusionsproteine in Kombination mit Bortezomib
erstmals in humanem, intaktem, gesundem und HCC-Lebergewebe verifiziert werden. Auch
der Einfluss der Konstrukte auf tumorfreies Gewebe im Vergleich zum Tumor-Gewebe der
jeweiligen HCC-Patienten soll untersucht werden. Dieser Arbeit liegt die Hypothese
zugrunde, dass die antitumorale Wirkung von aEGFR-TRAIL durch die Sensitivierung mit
Bortezomib und die Tumor-(EGF-R) Spezifitit des Zytokins, im Vergleich zur nicht
tumorspezifischen TRAIL-Version, auf HCC-Zellen bzw. HCC-Gewebe gesteigert werden

kann.
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B MATERIAL & METHODEN

Material

Geréte

Name

Analysewaage

Centro Luminometer LB 960
CO2-Inkubator

FACS-Calibur

Kryotom CM3050S

Gelkammer fir Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Gradienten-PCR Mastercycler

Heizblock

Kuhlzentrifuge 5415R
Mikro-Dismembrator-S

Mikroskop

Netzteil fur Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Pipetten

Sterilbank Herasafe KS

Sunrise Mikroplatten Absorbtionsreader
Vortexer

Wasserbad

Wasserdeionisierungsanlage (Milli-Q-Plus)
X-Omat 1000

Verbrauchsmaterialien

Name

12well Zellkulturplatte

24well Zellkulturplatte

48well Zellkulturplatte

96well Zellkulturplatte (flat bottom)
Deckglaser 24x50mm
Eppendorfgefalie (1,5 und 2ml)
Falcon 15mi

Falcon 50ml

Bezugsquelle

Sartorius, Géttingen

Berthold, Bad Wildbad
Sanyo-Biomedical, Bad Nenndorf
BD Biosciences, Heidelberg
Leica, Solms

Biorad, Minchen

Eppendorf, Hamburg

Stuart Scientific, Staffordshire, UK
Eppendorf, Hamburg

Sartorius, Géttingen

Olympus, Hamburg

Biometra, Jena

Gilson, Limburg-Offheim

Thermo Scientific, Braunschweig
Tecan GmbH, Crailsheim

MS2 Minishaker IKA

GFL, Burgwedel

Millipore, Billerica, USA

Kodak, Stuttgart

Bezugsquelle

Thermo Scientific, Braunschweig
Thermo Scientific, Braunschweig
Greiner Bio-one, Frickenhausen

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Thermo Scientific, Braunschweig
Eppendorf, Hamburg

Greiner Bio-one, Frickenhausen

Greiner Bio-one, Frickenhausen
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Filterpapier Whatman

Nalgene Cryogenic Vials
Menzelglaser-Objekttrager Superfrost®Plus
Mikrotiter-Platten 96 well (black with white well)
PAP Pen

Pinzette

Pipettenspitzen

PVDF-Membran

Serologische Pipette (2, 5, 10, 25ml)
T175cm? Zellkultur-Flasche

T75cm? Zellkultur-Flasche

Zellschaber 25cm, 17mm

Chemikalien

Name

40% Acrylamid

ABC Elite Kit

Aceton

AEC Solution

APS

Ascorbinsaure

Bacillol AF

BCA Protein Assay

BME Vitaminlésung

Bortezomib (PS-341)

BSA

Caspase-Glo 3/7 Assay

Collagen Typ |

DAPI

Dexamethason 21-phosphat Dinatriumsalz
DNase

DMEM low Glucose (1 g/l) GlutaMAX
DMSO

dNTP Mix

ECL Plus Western Blotting Detection Reagent
Ethanol

GE Healthcare, Miinchen
Thermo Scientific, Braunschweig
Thermo Scientific, Braunschweig
Berthold, Bad Wildbad

G. Kisker, Steinfurt

Omnilab, Bremen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Biorad, Mlnchen

Sarstedt, Sarstedt

Sarstedt, Sarstedt

Sarstedt, Sarstedt

Sarstedt, Sarstedt

Bezugsquelle

Biorad, Minchen

Vectastain, Burlingame, USA
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Invitrogen, Darmstadt

Biorad, Minchen

Sanorell Pharma, Bahl

BODE Chemie GmbH, Hamburg
Thermo Scientific, Braunschweig
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Selleck, Houston, USA
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Promega, Mannheim

Roche, Mannheim

Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Invitrogen, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Promega, Mannheim

GE Healthcare, Miinchen,

J.T. Baker, Deventer, Niederlande



MATERIAL & METHODEN

21

FKS

Fluorescent Mounting Medium
GelTol Mounting Medium
Gentamycin

Glutaraldehyd

Glycerin

Glycin

Hamalaun-Lésung

HCL (37%)

HEPES

humanes Serum

Huminsulin Normal 100

In situ cell death detection kit (Fluorescein)
KCI

L-Ornithin-Monohydrochlorid
M30 Cytodeath ELISA
Magermilchpulver

MEM (modified Eagle Medium)
Methanol

NaCl

NaCl (0,9%)-Lésung
Natriumhydroxid (NaOH)

PBS w/o Ca/Mg

Penicillin/ Streptomycin
Precision Plus Protein Dual Color Standard
Protease-Inhibitor Cocktail

Red Taq Polymerase

RNeasy Kit

RNase free DNase Set

Sodium dodecyl sulfat

SYBR GreenER gqPCR SuperMix
TEMED

Tissue-Tek O.C.T. Compound
Tissue-Tek O.C.T. Cryo Molds
Transcriptor High Fidelity cDNA-Synthese Kit
TRIS-HCI

Triton X-100

Biochrom AG, Berlin

Dako, Hamburg

Immunotech, Marseille, Frankreich
Ratiopharm, Ulm

Sigma-Aldrcih, Taufkirchen

Roth, Karlsruhe

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Merck, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
PAA, Pasching, Osterreich
PromoCell GmbH, Heidelberg
Lilly Pharma, Bad Homburg
Roche, Mannheim

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
PEVIVA, Bromma, Schweden
AppliChem, Darmstadt

Invitrogen, Darmstadt

J.T. Baker, Deventer, Niederlande
J.T. Baker, Deventer, Niederlande
Delta-Select, Dreieich
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Darmstadt

Biochrom AG, Berlin

Biorad, Minchen

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
Invitrogen, Darmstadt

Biorad, Minchen

Sakura Finetek, Torrance, USA
Sakura Finetek, Torrance, USA
Roche, Mannheim

Merck, Darmstadt

Sigma-Aldrich, Taufkirchen
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Trizol
Trypsin/EDTA (10x)
Tween 20

Wasserstoffperoxid (30%)
William’s E Medium GlutaMAX

Oligonukleotide
Zielgen

GAPDH forward

GAPDH reverse

QuantiTec Primer Assay

GAPDH

QuantiTec Primer Assay

TRAIL-R1

QuantiTec Primer Assay

TRAIL-R2

Antikérper
Primére Antikérper
Name

cleaved Caspase-3
(Asp175)

Caspase-8 (12F5)

Hersteller

Eurofins MWG Operon,
Ebersberg

Eurofins MWG Operon,

Ebersberg

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Spezies

rabbit

mouse

Konzentrationen

1:500

1:500

Qiagen, Hilden

Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Taufkirchen

J.T. Baker, Deventer, Niederlande

Invitrogen, Darmstadt

Sequenz 5°-3°

TTC ACC ACC ATG GAG AAG GC

TGATGG CAT GGACTG TGG TC

Bezugsquelle Lagerung
Cell Signaling -20°C
Technology, Danvers,

USA

Biocheck, Minster, 4°C
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Flag-tagged CD95L 100ng/ml Dr. Schmitz, 4°C
Dusseldorf
GAPDH (14C10) rabbit 1:500 Cell Signaling -20°C
Technology, Danvers,
USA
EGFR (2-1E1) mouse 1:200 Zytomed Systems, 4°C
Berlin
EGFR-PE (AY13) mouse 10ul Biolegend, San Diego, 4°C
USA
M30 mouse 1:200 Roche, 4°C
QVAD (pan- 10uM MP Biomedicals, -20°C
Caspase-Inhibitor) llikirch-Cedex,
Frankreich
TRAIL (2E5) mouse 1ug/mi Enzolifescienes, -20°C
Lorrach
scTRAIL 100ng/ml Prof. Pfizenmaier, 4°C
Stuttgart
aEGFR-TRAIL 100ng/ml Prof. Pfizenmaier, 4°C
Stuttgart
Sekundare Antikérper
Name Spezies = Konzentrationen Bezugsquelle Lagerung
anti-Flag M2 1ug/mi Sigma-Aldrich, Taufkirchen -20°C
anti-mouse HRP  goat 1:5000 Alexis Biochemicals, San -20°C
Diego, USA
anti-rabbit HRP ~ goat 1:5000 ZYMED Laboratories, San 4°C

Francisco, USA
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Medien

Name

Medium |

Medium Il

Medium Il

Medium Lebergewebe

Puffer

Agarosegel

Zusammensetzung

William’s Medium E GlutaMAX
10% FKS

1% Penicillin/Streptomycin
2mM L-Glutamin

100nM Dexamethason
William’s Medium E GlutaMAX
1% Penicillin/Streptomycin
2mM L-Glutamin

DMEM 1g Glucose

10% FKS

1% Penicillin/Streptomycin
0,2g/l MgCloxH20

0,02g/1 L-Ornithin-HCI

1% BME-Vitaminl6sung

1% humanes Serum

0,19/l L-Ascorbinsaure

20mM HEPES

50ug/ml Gentamycin

8ug/ml Dexamethason

4U/ml humanes Insulin

Verwendung
PHH

PHH

Huh7

Humanes Lebergewebe

1% Agarose in 1x TAE

Blocking-Puffer

Laufpuffer fir SDS-PAGE (10x; pH 8,3)

Laufpuffer fir SDS-PAGE (1x)

Lysispuffer (pH 7,4)

5% Magermilchpulver in 1x TBST

250mM TRIS-HCI
1,92M Glycin

0,1% SDS

100ml 10x Laufpuffer
ad 11 A. bidest
100mM Tris-HCI
10mM MgCl2

0,5% NP-40
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Proteinprobenpuffer (4x)

Proteinpuffer (pH 7,4)

Sammelgel (4%)

Sammelgel-Puffer (pH 6,8)

Stripping-Puffer

TAE Puffer (50x)

TBS (pH 7,5; 20x)

Trenngel (12%)

Trenngel-Puffer (pH 8,8)
Transferpuffer (10x)

Transferpuffer (1x)

1% Protease-Inhibitor
1% DTT

0,2ml 0,2% Bromphenolblau
1,25ml Sammelgelpuffer
2,5ml Glycerin

2,0ml 10% SDS

ad 9ml A. bidest

50mM TRIS-HCI

100mM KCI

5% Glycerin

3,15ml A. bidest

0,5ml 40% Acrylamid
1,25ml Sammelgel-Puffer
50ul 10% SDS

50ul 10% APS

5ul TEMED

0,5M TRIS-HCI

0,2M NaOH

2M TRIS pH 8.0
128mM EDTA

0,4M TRIS-HCI

3M NaCl

4 3ml A. bidest

3ml 40% Acrylamid
2,5ml Trenngel-Puffer
100ul 10% SDS
100pl 10% APS

10pl TEMED

1,5M TRIS-HCI
250mM TRIS-HCI
1,92M Glycin

200ml Methanol
100ml 10x Transferpuffer
2ml 10% SDS

ad 11 A. bidest
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Waschpuffer (1XTBST) 50ml 20x TBS
2ml Tween 20
ad 1l A. dest.

Zelllinien

Fir die Experimente wurden die Hepatoma-Zelllinie HepG2 und Huh7 verwendet (p53Y220C
Mutante; Kooperationspartner MHH). Primare humane Hepatozyten (PHH) wurden im Labor
von Prof. Dr. Nussler (Universitat Tibingen, Tubingen) (Nussler et al., 2009) oder von Dr.
Florian Vondran (Institut flr Viszeralmedizin, Medizinische Hochschule Hannover) isoliert

und als Suspension zur Verfligung gestellt.

Methoden

Zellbiologische Arbeiten
Aligemeine Bedingungen der Zellkultur

Um Kontaminationen zu vermeiden, wurden alle Zellkulturarbeiten unter sterilen
Bedingungen durchgeflihrt. Die Zellen oder das Gewebe wurden in Brutschranken bei 37°C
und 5% CO: kultiviert. Labormaterialien aus Kunststoff und Lésungen wurden in feuchter
Hitze fir 20min bei 135°C autoklaviert. Glas und Metallgerate wurden bei 180°C fir 3

Stunden sterilisiert.

Zellkulturbedingungen fir HepG2 und Huh7

Die Hepatoma-Zelllinien HepG2 und Huh7 wurden in T75cm2 bzw. T175cm2 Zellkultur-
Flaschen in Medium [l kultiviert und alle 3-5 Tage durch Inkubation mit 1x Trypsin/EDTA fir
5min im Brutschrank gesplittet. Durch Zentrifugation (5min, 1200U/min, 4°C) und Waschen

der Zellen erreichte man eine komplette Beseitigung des Trypsins.

Zellkulturbedingungen fir PHH

Die Kultivierung von PHH erfolgte stets in beschichteten 12well Zellkulturplatten, die dazu mit
0,2mg/ml Collagen Typ | fur 1h bei 37°C oder Uber Nacht bei RT inkubiert wurden.
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AnschlieRend wurden die Platten zweifach mit PBS gewaschen, getrocknet und bis zur
Verwendung bei 4°C steril gelagert. Die isolierten PHH wurden zunachst vorsichtig in
Medium | aufgenommen, je 1x 105 Zellen in die beschichteten 12well Platten ausgesat und
fur mindestens 4h bis zur Adhasion der Zellen kultiviert. AnschlieRend erfolgte ein
zweimaliger Waschschritt der adharenten Zellen mit warmem PBS, gefolgt von einer 24
stiindigen Kultivierung der Zellen mit FKS- und Dexamethason freiem Medium (Medium II).

AnschlieRend wurden die Zellen mit den apoptotischen Stimuli inkubiert.

Zellzdhlung

Zur Bestimmung der Zahl der lebendigen Zellen wurde der Trypan-Ausschlusstest
durchgefiihrt. Lebende Zellen schlieRen den Farbstoff aktiv aus, wahrend tote Zellen blau
gefarbt werden. Ein Aliquot der Zellsuspension wurde mit dem gleichen Volumen an
Trypanblau-Lésung versetzt und die Zellzahl in der Neubauer-Zahlkammer unter

Bericksichtigung der Verdliinnung bestimmt.

Féarbung von Oberflichenmolekiilen fir durchflusszytometrische Messungen

Um die Expression von Oberflachenmolekiilen zu quantifizieren und die Anteile von positiven
Zellen zu bestimmen, wurden durchflusszytometrische Messungen (Fluorescence activated
cell sorting, FACS) durchgefiihrt. Fir die Farbung des EGF-Rezeptors auf den Hepatoma-
Zelllinien HepG2 und Huh7 sowie PHH wurden 1x108 Zellen in 96well Zellkulturplatten
pipettiert und durch Zentrifugation (5min, 1200U/min, 4°C) pelletiert. Die Zellen wurden mit
dem PE-konjugierten anti-EGFR Antikdrper in passender Verdinnung in 100pl PBS mit 2%
FCS (FACS-Puffer) fir 30min bei RT inkubiert. Es wurde stets eine Negativkontrolle, d.h.
ungefarbte Zellen, durchgefiihrt. Nach zweimaligem Waschen in FACS-Puffer wurden die
Zellen in 200pl FACS-Puffer aufgenommen und am FACS Calibur gemessen. Die erhaltenen
Ergebnisse wurden unter Verwendung der Software DIVA (BD Biosciences, Heidelberg)

ausgewertet.

Inkubationsbedingungen fir humanes, intaktes, gesundes und HCC- Lebergewebe

Das Primarmaterial, d.h. humanes, intaktes, gesundes und HCC-Lebergewebe, wurde in
Zusammenarbeit mit Dr. Frank Lehner (Institut fir Viszeralmedizin, Medizinische Hochschule

Hannover) post-OP zur Verfugung gestellt. Durch histologische Begutachtung durch Dr.
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Florian Langer (Institut fur Pathologie, Medizinische Hochschule Hannover) wurde das
Primarmaterial charakterisiert. Alle Arbeiten mit Lebergewebe wurden nach Protokoll des
etablierten ex vivo Models durchgefuhrt (Volkmann et al., 2007). Demnach wurde das
Gewebe in isotonischer 0,9%iger NaCl-Losung in 125mm?3 Stiicke geschnitten und
anschlieBend in 24well Zellkulturplatten mit Medium Il bedeckt. Die Inkubation mit

apoptotischen Stimuli erfolgte sofort.

Fusionskonstrukte scTRAIL und. aEGFR-scTRAIL

Die Fusionskonstrukte scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL wurden im Labor von Prof. Dr.
Pfizenmaier (Institut fur Zellbiologie und Immunologie, Universitat Stuttgart) generiert und zur

Verfligung gestellt (Dissertation Britta Schneider).

Apoptose-Induktion durch Bortezomib und/oder scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL von Zellen
oder Gewebe

Alle Versuche mit den verschiedenen apoptotischen Stimuli wurden in 1ml des
entsprechenden Mediums durchgefihrt. Die Vorbehandlung der Zellen und des Gewebes
erfolgte mit 500ng/ml Bortezomib (MW= 384,24g/mol) und dauerte 2 Stunden, gefolgt von
einer 6 stuindigen Inkubation ohne oder mit den jeweiligen TRAIL-Proteinen scTRAIL bzw.
oEGFR-scTRAIL (100ng/ml). Als Kontrollen wurden unbehandelte Zellen oder Gewebe Uber
einen Zeitraum von 8 Stunden mitgefiihrt. Fir die Inhibitionsversuche mit neutralisierenden
TRAIL-Antikdrper (1pg/ml) oder pan-Caspase-Inhibitor (10uM, QVAD) wurden Huh7 Zellen
1h vor Bortezomib-Zugabe bzw. 3h vor der Behandlung mit den verschiedenen TRAIL-
Versionen behandelt. Als Positivkontrolle wurden PHH fir 6h mit 100ng/ml Flag-tagged
CD95L und 1ug/ml anti-Flag M2 Antikérper inkubiert. Nach erfolgter Behandlung wurden die
Zellen mittels Zellschaber im Medium gel6st, durch Zentrifugation (5min, 13000U/min, 4°C)
pelletiert und bei -20°C gelagert. Das Gewebe wurde bis zur weiteren Verwendung in

flissigen Stickstoff gefroren und anschlief3end bei -80°C gelagert.

Kristallviolett-Farbung

Der Farbstoff Kristallviolett akkumuliert im Zellkern und ist somit ein Mal} fir die Lebend-
Zellzahl in einer Population. Je 2,5x10* Zellen (PHH und Huh7) wurden in 100ul Medium in

Mehrfachansatzen in 96well Zellkulturplatten (flat bottom) ausgesat und G.N. kultiviert.
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AnschlieRend erfolgten die Apoptose-Induktionsversuche. Das Medium wurde entfernt und
die Zellen mit 1% Glutaraldehyd fir 20min bei RT fixiert und anschlieBend mit 200ul PBS
gewaschen. Die Zellen wurden mit je 100ul 0,02% Kristallviolett, gelést in 10% Ethanol, fir
30min bei RT gefarbt und folgend zweimal mit je 200ul A. bidest gewaschen. Zur
Solubilisierung des Farbstoffes wurden die Zellen mit je 200ul 70% Ethanol fur 1-2h inkubiert
und anschlielend die Absorbtion am Mikroplatten-Reader bei 590nm gemessen. Als
Kontrolle (100% lebende Zellen) wurden unbehandelte Zellen und als Blank Medium

verwendet.

Molekularbiologische Arbeiten
Isolierung von Gesamt-RNA

Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus humanem Lebergewebe wurden 1-2mg des Gewebes
in 1ml Trizol aufgenommen und mit Mdrser und Pistill homogenisiert. Nach Zugabe von
200u! Chloroform und grindlichem Vortexen erfolgte eine Zentrifugation von 15min bei
10000rpm (4°C). AnschlieBend wurde die wassrige Phase mit 500ul 70% Ethanol versetzt
und die Gesamt-RNA mittels RNeasy Kit nach Herstellerangaben isoliert. Um eventuelle

Reste an DNA nach der RNA-Isolation zu entfernen, wurde ein DNase-Verdau durchgefuhrt.

cDNA-Synthese durch Reverse Transkription

Bei der Reversen Transkription wird die isolierte RNA mit Hilfe einer DNA-Polymerase
(Reverse Transkriptase) in komplementar einzelstrangige DNA (cDNA) umgeschrieben. Das
Umschreiben der praparierten RNA (100ng mRNA) in cDNA erfolge nach Herstellerprotokoll
unter Verwendung des Enzyms Transcriptor Reverse Transkriptase und Random Hexamer

Primern. Die enthaltene cDNA wurde bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Polymerase-Kettenreaktion (PCR)

Die Polymerase-Kettenreaktion dient dem Nachweis bzw. der enzymatischen Amplifikation
von DNA-Segmenten (Saiki et al., 1988). Die PCR-Reaktionen wurden in 0,2ml Eppendorf-

Safelock-Gefallen angesetzt. Ein 20l Einfachansatz enthielt:
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2ul Desoxyribonukleotid-Gemisch (2mM)

2ul cDNA

2ul Primer-Gemisch (forward und reverse, 10uM)
2ul 10x PCR-Reaktionspuffer

Tul Red Taqg Polymerase

ad 20yl A. bidest

Als Negativkontrolle wurde ein Ansatz ohne Template mitgefihrt. Die Proben wurden in

einen Thermocycler Gberfihrt und folgendes Temperatur-Programm verwendet:

Denaturierung: 5min 95°C
30 Zyklen a: 30sec 95°C
45sec 60°C
4min 72°C
Elongation:  2min 72°C

Der Nachweis der PCR-Produkte erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese.

Gelelektrophorese

DNA-Molekile unterschiedlicher Grolie koénnen mittels Gelelektrophorese in  einem
elektrischen Feld getrennt werden. Dazu wurden jeweils 10yl des PCR Ansatzes mit 6x
DNA-Probenpuffer versetzt, auf ein 1% Agarose-Gel geladen und fiir 30-60min bei 100V in
1x TAE-Puffer elektrophoretisch aufgetrennt. Zur Bestimmung der Fragmentgrée wurde ein
DNA-Molekulargewichtsmarker (1kb) mit aufgetragen. Zur Visualisierung der DNA-PCR-
Produkte wurden die Agarose-Gele mit dem interkalierenden Farbstoff Ethidiumbromid
(Endkonzentration 0,2ug/ml) versetzt. Nach beendeter Elektrophorese wurden die Agarose-

Gele im UV-Licht unter Verwendung eines Rotffilters fotografiert.

RT-PCR mit SYBR-Green

Als Detektionsystem fur die quantitative Real-Time PCR wurde SYBR-Green verwendet. Als
Referenzgen diente GAPDH. Alle PCR-Reaktionen wurden als Triplikate durchgefihrt. Ein

Ansatz fir eine PCR-Reaktion enthielt:
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1ul QuantiTec Primer Assay

5ul SYBR-GreenER SuperMix

0,25ul ROX Reference Dye

1ul Template (cDNA aus 100ng RNA)
ad 10ul A. bidest

Nach Mischen aller Reaktionskomponenten wurden die Ansatze in eine 96well Platte
Ubertragen und mit einer Folie versiegelt. Alle RT-PCR Laufe wurden im Applied Biosystems

7500 Real-Time PCR System durchgefuhrt und liefen nach folgendem Programm ab:

2min 50°C
10min 95°C
45 Zyklen a:  15sec 95°C
60sec 57°C
60sec 72°C

Mittels deltadealta Ct-Methode, unter Einbeziehung des Referenzgens GAPDH, wurden die
Unterschiede in der Expression der Zielgene in den unbehandelten und behandelten Proben

von gesundem und HCC-Lebergewebe berechnet (Ratio).

Proteinbiochemische Arbeiten
Praparation von Gesamtzellextrakten

Alle Arbeiten zur Gewinnung von Gesamtzellextrakten wurden auf Eis durchgefihrt. Die
Gesamtzellextrakte aus PHH und Huh7 wurden aus den bei -20°C gelagerten Zellpellets
gewonnen, wobei diese zunachst mit PBS gewaschen und durch Zentrifugation (5min,
13000U/min, 4°C) pelletiert wurden. Nach Zugabe von 100ul Lysispuffer, mit anschlief’ender
Inkubation fir mind. 30min, wurden die Zelltrimmer durch Zentrifugation (10min,
10000U/min, 4°C) von den Lysaten getrennt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C
gelagert. Nach Auftauen der Proteinldsung wurde das Zellextrakt fir 5min zentrifugiert
(13000U/min, 4°C) und der Uberstand in ein neues Reaktionsgefal (iberfiihrt.
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Praparation von Proteinextrakten aus Lebergewebe

Alle Arbeitsschritte zur Gewinnung von Proteinextrakten wurden auf Eis durchgefiihrt. Das
bei -80°C gelagerte Gewebe wurde mit Hilfe eines Homogenisators pulverisiert und
anschlielend mit 150ul Lysispuffer versetzt und fir mind. 30min inkubiert. Das Proteinlysat
wurde durch Zentrifugation (10min, 10000U/min, 4°C) von den Zelltriummern separiert und

bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

Proteinbestimmung durch BCA (Bicinchoninséure) Protein Assay

Mit Hilfe des BCA Protein Assay kann die Konzentration von Proteinen in Ld&sungen
bestimmt werden. Das Prinzip des Assays beruht auf der Reduktion von Cu2* zu Cu'
(Biuret-Reaktion) im alkalischen Medium durch Proteine, wobei die enthaltene
Bicinchoninsaure mit Cu' einen lilafarbigen Komplex bildet, der bei einer Wellenlange von
562nm eine messbare Absorption aufweist. Mit Hilfe einer BSA Eichgerade im Bereich von
25ug/ml bis 2000pg/ml kann die Proteinkonzentration der Lysate bestimmt werden. Fir die
Bestimmung der Proteinkonzentration der Proteinextrakte aus Zellen oder Gewebe wurden
je 10ul der Proteinldsung mit 200ul des BCA-Reagentgemisch (50:1 BCA Reagent A und
BCA Reagent B) in einer 96well Zellkulturplatte (flat bottom) gemischt und fir 30min bei
37°C inkubiert. Als Referenz (Blank) wurde Proteinpuffer als Probe eingesetzt. AnschlielRend
wurde die Absorption bei 562nm am Mikroplatten-Reader gemessen. Alle Ansatze wurden in

Doppelbestimmung durchgefihrt.

Proteinquantifizierung

Die Quantifizierung der Protein erfolgte mittels Western Blot, die mit Hilfe des

Bildbearbeitungsprogramms Adobe Photoshop ausgewertet wurden.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE)

Unter Verwendung der diskontinuierlichen SDS-PAGE koénnen Proteine entsprechend ihres
Molekulargewichtes aufgetrennt werden. Es wurden 50ug Protein mit Proteinprobenpuffer
(4x) versetzt, 5min bei 95°C denaturiert und anschlieRend auf ein 12%iges Acylamidgel
aufgetragen. Die Elektrophorese wurde in 1x Laufpuffer fir 15min bei 90V und fir mind.
60min bei 110V durchgefiihrt. Als Standard zur Bestimmung des Molekulargewichtes diente

der Precision Plus Protein Dual Color.
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Western Blot

Beim Western Blot erfolgt nach der Auftrennung der Protein entsprechend ihres
Molekulargewichtes mittels SDS-PAGE der Transfer der Proteine mit Hilfe eines elektrischen
Feldes auf eine PVDF-Membran mit anschlieRender Detektion des gewiinschten Zielproteins
durch spezifische Antikorper.

Das Blotten der Gele erfolgte nach dem Semi-Dry-Verfahren fir 30min pro Membran mit
einer Spannung von 1,2mA/cm?2 (max. 350mA, 100V). Anschlielend wurde die Membran fir
mindestens 1h in Blockingpuffer geblockt, um unspezifische Bindungsstellen abzudecken.
Die Inkubation mit dem jeweiligen primaren Antikorper erfolgte stets G.N. in Blockingpuffer,
gefolgt von 3x15min Waschen in Waschpuffer. Die Membranen wurden 1 Stunde mit HRP-
konjugierten sekundaren Antikérpern inkubiert, 3x15min mit Waschpuffer gewaschen und
anschliefend mittels ECL-System die gebundenen Peroxidase-Molekiile detektiert. Nach
kurzer Exposition eines Chemolumineszenzfilms erfolgte die Entwicklung des Films in einem
automatischen Entwickler.

Zur weiteren Verwendung der Membran wurde diese einem Stripping-Protokoll unterzogen.
Nach 2x5min Waschen mit A. bidest, einer 10min Inkubation mit Stripping-Puffer und
erneutem Waschen mit A. bidest, wurde die Membran fir mindestens 1 Stunde mit
Blockingpuffer geblockt. Anschlielend erfolgte entweder eine erneute Detektion des
gewlnschten Zielproteins mit Hilfe spezifischer Antikérper oder die Lagerung der Membran

zwischen 2 Whatman-Papieren bis zur erneuten Verwendung bei -20°C.

Caspase-Glo 3/7 Assay

Zur Bestimmung der Apoptoserate wurde die Caspasen-Aktivitdt mittels Caspase-Glo 3/7
Assay in den Proteinlysaten der Zellen oder des Gewebes ermittelt. Der Assay besteht aus
dem Caspase Substrat DEVD-Aminoluciferin und einer hitzebestandigen Luciferase. Nach
Caspase-3/7 spezifischer Spaltung des Substrates wird ungebundenes Aminoluciferin

freigesetzt und von der Luciferase in ein Lumineszenzsignal umgesetzt (Abb.6).
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Abb.6: Prinzip des Caspase-Glo 3/7 Assay. Durch die Spaltung mittels Caspase-3/7 wird
Aminoluciferin freigesetzt, welches in einer Folgereaktion von der im Reagenz vorhandenden
Luciferase umgesetzt wird. Das dabei entstehende luminometrische Lichtsignal ist proportional zur

Caspase 3/7-Aktivitat (www.promega.de/ caspase-glo-37-assay-protocol).

Die Proteinlysate von Zellen oder Gewebe wurden mittels Proteinpuffer auf 1mg/ml
eingestellt und im Verhaltnis 1:1 mit Proteinpuffer versetzt. Nach Herstellerprotokoll wurden
Caspase-Glo Substrat mit Caspase-Glo Puffer vermischt und zu dem so entstandenden
Caspase-Glo Reagent im Verhaltnis 1:1 die verdinnten Proteinlysate zugegeben. Als
Referenzprobe (Blank) diente Caspase-Glo Reagent mit Proteinpuffer. Nach einer 2
stlindigen Inkubation wurde das Lumineszenzsignal am Luminometer Centro 960 gemessen
und in RLU (relative light units) angegeben. Zur Berechnung der endglltigen Werte wurde

die Verdunnung einbezogen. Eine Abweichung der Doppelwerte von 10% wurde toleriert.

M30 Cytodeath ELISA

Der M30 Cytodeath ELISA ist ein Immunassay, dessen Antikérper M30 ein Neo-Epitope
erkennt, das hinter der Asparaginsaure 396 des in epithelialen Zellen von Caspasen
gespaltenen intermediaren Filamentprotein Cytokeratin (CK)-18 positioniert ist. Fir die
Messungen wurden zunachst der Proteingehalt der Rohextrakte der Lebergewebe mittels
Protein BCA Assay bestimmt und anschlieRend mit Proteinpuffer auf eine Konzentration von
0,5ug/ul eingestellt. Vor der Durchfiihrung wurden alle Reagenzien auf Raumtemperatur
gebracht und vor Gebrauch gevortext. AnschlieRend wurden je 25ul der Proben und der
Standards (0, 250, 1000, 3000U/l) sowie 75ul des M30-HRP Konjugates in die mit CK-18
Antikérper beschichtete 96-well Platte pipettiert. Die Platte wurde fiir 4h schittelnd (600
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U/min) inkubiert und anschlieBend 5x mit je 250ul Waschpuffer gewaschen. Nach 20
mindtiger Inkubation im Dunkeln mit 200yl TMB-Substrat und Abstoppen der Reaktion mit
50pul Stop-Lésung wurde die Absorption bei 450nm am Mikroplatten-Reader gemessen. Die

Analyse der erhaltenen Daten erfolgte nach kubischer Spline.

Immunhistochemische Arbeiten
Anfertigung von Kryo-Gewebeschnitten

Um bestimmte Organstrukturen bzw. die Lokalisierung bestimmter Zelltypen und Proteine im
Gewebe zu untersuchen, bedient man sich der Herstellung und Anfarbung von
Gewebeschnitten. Gefierschnitte (Kryoschnitte) eignen sich sehr gut fir immunhistologische
Farbungen, da ein Grolteil der Antikérper-Epitope durch spezielle Schnitt- und
Fixierungsbedingungen sowie Lagerung bei -20°C erhalten bleiben. In dieser Arbeit wurde
nach Behandlung des humanen, intakten gesunden bzw. HCC-Lebergewebe mit den
verschiedenen Agenzien ein Stiick der Leber in Einfriermedium in ein Einbettschéalchen
Uberfihrt und bei -20°C gelagert. Mittels Kryostat wurden 10um dicke Gewebeschnitte
angefertigt und auf einen Superfrost Objekttrager transferiert und anschlieRend getrocknet.

Bis zur weiteren Verwendung wurden diese bei -20°C gelagert.

Aminoethylcarbazol (AEC) Farbung

In dieser Arbeit wurde als immunhistochemische Nachweismethode die ABC-Technik
verwendet, bei der die spezifische Bindung eines Primarantikbrpers an das gesuchte
Zielantigen mittels biotinylierten Sekundarantikérper und Avidin-Peroxidase-Komplex
sichtbar gemacht wird. Die 10um dicken Gewebeschnitte wurden zunachst flir 30min bei
Raumtemperatur angetaut und anschlielend fir 1min in kaltem Aceton fixiert. Fir alle
Waschschritte wurde isotoner TRIS-HCI (pH 7,4) Puffer verwendet. Nach Blocken der
endogenen Peroxidase durch Inkubation der Gewebeschnitte in 197ml Methanol und 3ml
30%iger H>O- fiir 10min, erfolgten 2 Waschschritte in A. dest.. Alle nun folgenden Schritte
wurden in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Als Blocklésung wurde 1%ige BSA /TRIS-
HCL Lésung mit 1 Tropfen Horse-Serum versetzt und die Schnitte fir mindestens 1h bei RT
inkubiert. Die Primarantikérper wurden in 1% BSA/TRIS verdinnt und die Schnitte mit je 50pl
bedeckt und U.N. bei 4°C inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in TRIS-HCI wurden die
Schnitte flr 30min bei RT mit je 50ul der Sekundar-Antikdrper-Lésung, bestehend aus 5mi
TRIS-HCI mit je 2 Tropfen Pferdeserum und biotinylierten Sekundar-Antikérper aus dem
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Vectastain-Elite-ABC-Kit inkubiert. AnschlieRend wurde zweimal mit TRIS-HCL gewaschen
und fir 60min bei RT mit 50ul der ABC-Ldsung, zusammengesetzt aus 5ml TRIS-Puffer
versetzt mit 2 Tropfen Avidin und 2 Tropfen Biotin, bedeckt. Fir die folgende Farbreaktion
wurden die Schnitte zunachst zweimalig in TRIS-Puffer gewaschen und anschlielend mit
50ul der 3-Amino-9-Ethylcarbazol (AEC)-Lésung aus dem AEC-Substrat-Kit bedeckt. Nach
Auftreten des rosa Farbumschlages wurde die Reaktion durch zweimaliges Waschen der
Schnitte in A. dest. abgestoppt. Es erfolgte eine Gegenfarbung mit Hamalaun und das
Eindecken der Schnitte mit Aqua Mounting Medium. AnschlieRend wurden mikroskopische
Aufnahmen der gefarbten Gewebeschnitten am Mikroskop in 200x und 400x Vergré3erung

gemacht und mit Hilfe des Bildbearbeitungprogramms Adobe Photoshop ausgewertet.

TUNEL-Farbung (TdT-vermittelte dUTP nick end labeling)

Fir die Immunfluorszenzfarbung wurden die Objektrager mit den Gefrierschnitten zunachst
aufgetaut und anschlie3end fir 1min in kaltem Aceton fixiert. Alle folgenden Schritte wurden
in einer feuchten Kammer durchgefiihrt. Nach einem Waschschritt in PBS wurden die
Gewebsschnitte mit 0,1% Natriumacetat und 0,1% Triton-X in PBS fir 30min bei RT die
permeabilisiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS wurden die Gewebsschnitte fir 1h bei
37°C mit je 40ul TUNEL-Reagenz (1:20 Enzym mit Puffer verdinnt) inkubiert. Nach
erneutem Waschen in PBS wurden die Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI fir
2min angefarbt. Nach einem abschlieRenden Waschschritt erfolgte die Einbettung der

Immunfluoreszenz-gefarbten Gefrierschnitte mit Mowiol.

Software

Als Software-Programme wurden Graph Pad Prism 5.0 fir Windows (Graph Pad Software,
San Diego, USA) und Adobe Photoshop CS2 Version 9.0 (Adobe Sytems GmbH, Miinchen)

verwendet.

Statistik

Fir die Erstellung der Graphen und zur statistischen Analyse wurde GraphPad Prism
verwendet. Alle Werte sind als MeantSEM angegeben. Fir die statistische Analyse der
Daten wurden der Mann-Whitney Test bzw. der unpaired t-Test verwendet. Die Signifikanzen
sind nach folgendem System angegeben: **p<0,01 hoch signifikant, *p<0,05 signifikant und

n.s. nicht signifikant.
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C ERGEBNISSE

Nachweis der EGF-Rezeptor Expression

In ca. 70 % aller HCC-Lebergewebe ist der EGF-Rezeptor Uberexprimiert. Um das
Vorhandensein des EGF-Rezeptors in humanem Lebergewebe zu untersuchen, wurden
immunhistologische Farbungen auf Paraffin-Gewebeschnitten von gesundem und HCC-
Lebergewebe vom Institut fir Pathologie, Medizinische Hochschule Hannover, in
Kooperation mit Dr. Krech, angefertigt. Die gefarbten Gewebeschnitte wurden in unserem

Labor mikroskopisch mit einer 200-fachen VergréRerung aufgenommen.

2
o
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Abb.7: EGF-Rezeptor Farbung auf gesundem und HCC-Lebergewebe. Hochregulierung des
EGF-Rezeptors in HCC-Lebergewebe (B) im Vergleich zu gesundem (A) Lebergewebe (200-
fache Vergroflerung). Das Lebergewebe wurde mit Hilfe eines monoklonalen EGF-Rezeptor
Antikdrpers gefarbt. In gesundem Lebergewebe sind kaum Farbreaktionen detektierbar,

wahrend HCC-Lebergewebe eine positive Membranfarbung fiir EGF-Rezeptor aufweist.

In allen untersuchten HCC-Gewebeschnitten war eine spezifische membranstéandige EGF-
Rezeptor Farbung der Karzinomzellen zu verzeichnen (Abb.7B). Gesundes Lebergewebe

zeigten dagegen kaum EGF-Rezeptor Farbung (Abb.7A).

In Erganzung zur EGF-Rezeptor Farbung auf HCC-Lebergewebe wurden zwei verschiedene
Hepatoma-Zelllinien (HepG2 und Huh7) und primare humane Hepatozyten (PHH) auf ihre

EGF-Rezeptor Expression durchflusszytometrisch untersucht.
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Abb.8: Durchflusszytometrische Analyse der Hepatoma-Zelllinien und PHH auf EGF-Rezeptor
Expression. Dargestellt ist die Negativkontrolle (grau) und die mit PE-konjugiertem EGF-
Rezeptor Antikérper gefarbten Zellen PHH (A), HepG2 (B) und Huh7 (C).

Die Hepatoma-Zelllinie Huh7 (Abb.8C) weist eine hohere EGF-Rezeptor Expression im
Vergleich zu HepG2 auf (Abb.8B) und wurde deshalb flir alle /n vifro Experimente als EGFR*
Hepatoma-Zelllinie verwendet. PHH exprimieren kaum EGF-Rezeptor auf ihrer
Zelloberflache (Abb.8A).

Zelltod-Induktion durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL in Kombination mit Bortezomib in
Huh7 und PHH

Zunachst wurden die Zelltod-Effekte von scTRAIL bzw. oEGFR-scTRAIL allein oder in
Kombination mit Bortezomib (BZB) in Huh7 (n=6) und PHH (n=6) untersucht. Nach
Apoptose-Induktion mit den verschiedenen Stimuli wurde die Caspasen-Aktivierung mittels

luminometrischen Substrattests analysiert.
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Abb.9: Caspasen-Aktivierung durch scTRAIL alleine oder in Kombination mit Bortezomib in
PHH und Huh7. Relative Caspasen-Aktivitat in PHH (grau, n=6) und Huh7 (schwarz, n =6)
nach Apoptose-Induktion mit Bortezomib, scTRAIL allein bzw. in Kombination mit Bortezomib

im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. **p<0,01 hoch signifikant

Die erhaltenen Werte (relative light units), nach der Behandlung mit Bortezomib sowie
scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL allein oder in Kombination mit Bortezomib, wurden ins
Verhaltnis zur unbehandelten Kontrolle gesetzt, um so den x-fachen Anstieg der Caspasen-
Aktivierung nach Stimulation zu erhalten. Verglichen zur alleinigen Bortezomib-Behandlung
der Huh7 Zellen, die eine marginale Caspase-3 Aktivitat im Vergleich zur unbehandelten
Kontrolle induziert (1,2+0,3 Anstieg), fliihrte das scTRAIL zu einem signifikanten Anstieg der
Caspase-3 Aktivitdat (5,2+1,0 Anstieg, p<0,01), die durch Zugabe von Bortezomib weiter
signifikant gesteigert werden konnte (17,1£2,3 Anstieg, p<0,01). Im Gegensatz zu den
Hepatoma-Zellen Huh7 wurde in PHH weder durch Bortezomib oder scTRAIL allein noch in
Kombination ein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Caspasen-Aktivierung erzielt
(1,4+0,2; 1,4+0,2 und 2,410,7 Anstieg, Abb. 9). Auch aEGFR-scTRAIL induzierte in Huh7
eine signifikant erhdhte Caspasen-Aktivitat verglichen zur unbehandelten Kontrolle (6,2+1,1
Anstieg; p<0,01), die durch die kombinierte Behandlung mit Bortezomib signifikant gesteigert
werden konnte (50,6+14,0 Anstieg; p<0,01). Weder allein (2,2+0,8 Anstieg) noch kombiniert
mit Bortezomib fiihrte aEGFR-scTRAIL (1,91£0,8 Anstieg) in PHH zur Caspasen-Aktivierung
(Abb.10).
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Abb.10: Caspasen-Aktivierung durch aEGFR-scTRAIL alleine oder in Kombination mit
Bortezomib in PHH und Huh7. Relative Caspasen-Aktivitat in PHH (grau, n=6) und Huh7
(schwarz, n=6) nach Apoptose-Induktion mit Bortezomib, aEGFR-TRAIL alleine bzw. in
Kombination mit Bortezomib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. **p<0,01 hoch

signifikant

Caspasen-Aktivierung und Zelltod durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL in Kombination mit
Bortezomib in Huh7 und PHH

Weder scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL alleine noch kombiniert mit Bortezomib l6sten in PHH
einen signifikanten Anstieg der Caspasen-Aktivierung aus und bewirken somit keine
toxischen Effekte in normalen Leberzellen (Abb.11A). Als Positivkontrolle wurden PHH mit
CD95L behandelt, wodurch ein signifikanter Anstieg der Caspasen-Aktivierung (38,9+£10,5)
im Vergleich zu den verschiedenen TRAIL-Versionen alleine oder mit Bortezomib erzielt
wurde (p<0,01).
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Abb.11: Vergleich der Caspasen-Aktivierung induziert durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL
alleine oder in Kombination mit Bortezomib. Relative Caspasen-Aktivitdt von PHH (A, n=6)
bzw. Huh7 (B, n=6) nach Apoptose-Induktion mit Bortezomib, scTRAIL bzw. aEGFR-TRAIL
alleine oder in Kombination mit Bortezomib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Als
Positivkontrolle wurden PHH mit CD95L behandelt. **p< 0,01 hoch signifikant; n.s. nicht

signifikant

Mittels Kristallviolett-Farbung wurde der prozentuale Anteil an lebenden Zellen nach
Stimulation mit den verschiedenen Substanzen, bezogen auf die unbehandelte Kontrolle
(100%), in Huh7 und PHH analysiert (Abb.12).
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Abb.12: Kristallviolett-Farbung durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL mitund ohne Bortezomib
von PHH und Huh7. Zur Bestimmung der Zellvitalitat nach Stimulation mit Bortezomib, scTRAIL
bzw. aEGFR-scTRAIL sowie deren Kombination mit Bortezomib wurden PHH (A, n=5) und Huh7
(B, n=5) mit Kristallviolett gefarbt. Angegeben ist der prozentuale Anteil an lebenden Zellen im

Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (100%). **p<0,01 hoch signifikant; n.s. nicht signifikant

In PHH wurde durch die verschiedenen TRAIL-Versionen alleine und in Kombination mit
Bortezomib keine signifikante Reduktion der Lebendzellzahl hervorgerufen (BZB
100,7+3,1%; scTRAIL 99,3+4,3%; aEGFR-scTRAIL 90,1%6,7%; scTRAIL+BZB 96,8+4,0%;
oEGFR-scTRAIL+BZB 92,4+2,6%; Abb.12A). Durch die Behandlung der Zellen mit CD95L
(37,1£2,0%; p<0,01) wurde im Vergleich zu den verschiedenen Stimuli die Lebendzellzahl
signifikant vermindert. Im Gegensatz dazu fihrte das scTRAIL mit Bortezomib (70,9+2,8%;
p<0,05) zu einem signifikanten bzw. das aEGFR-scTRAIL mit Bortezomib (47,7+4,1%) zu
einem hoch signifikanten Abfall der Vitalitdt von Huh7 Zellen im Vergleich zu den
Konstrukten allein (100,1+£0,5% und 105,8+10,9%; p<0,01). Durch die Sensitivierung mit
Bortezomib und anschlieRender Zugabe von aEGFR-scTRAIL konnte der prozentuale Anteil
an lebenden Zellen im Vergleich zu Bortezomib alleine (86,6£3,9%) hoch signifikant
vermindert werden (Abb.12B; p<0,01). Im Vergleich zu scTRAIL mit Bortezomib konnte
durch aEGFR-scTRAIL mit Bortezomib eine signifikant starkere Reduktion der Vitalitat in
Huh7 induziert werden (p<0,05; Abb.12B).
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Nachweis der TRAIL-induzierten Effektor- und Initiatorcaspasen-Aktivierung durch scTRAIL
bzw. aEGFR-scTRAIL in Kombination mit Bortezomib in Huh7 und PHH

In Erganzung zur luminometrischen Caspasen-Aktivitatsbestimmung wurden Western Blot
Analysen fir die TRAIL-induzierte Aktivierung von Initiatorcaspase-8 von PHH und Huh7
vorgenommen (Abb.13). In PHH konnte weder durch Bortezomib, scTRAIL bzw. aEGFR-
scTRAIL alleine noch in Kombination aktivierte Caspase-8 (18kDa) nachgewiesen werden
(Abb.13A). Im Vergleich zu den Hepatoma-Zellen weisen PHH weniger inaktive Caspase-8
(55/54kDa) auf (Abb.13B). Als Positivkontrolle wurden PHH mit CD95L stimuliert. Dadurch

konnte aktivierte Caspase-8, bei gleicher Expression der Vorlaufer Caspase-8, detektiert

werden.
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Abb.13: Western Blot Analyse. Nachweis von Initiatorcaspase-8 (55/54 und 18kDa) im
Proteinlysat von PHH (A) und Huh7 (B) behandelt mit scTRAIL bzw. aEGFR-TRAIL alleine
oder in Kombination mit Bortezomib. Als Positivkontrolle wurden PHH mit CD95L behandelt.
Als Kontrolle diente GAPDH.

Im Gegensatz zu den PHH konnte in Huh7 nach Stimulation mit den Konstrukten scTRAIL
bzw. aEGFR-scTRAIL alleine und verstarkt in Kombination mit Bortezomib aktivierte
Caspase-8 (18kDa) nachgewiesen werden (Abb.13B). Im Vergleich zu scTRAIL mit
Bortezomib konnte durch aEGFR-scTRAIL mit Bortezomib eine starkere Aktivierung der

Caspase-8 erzielt werden.

Um die TRAIL-Rezeptor vermittelte Caspasen-Aktivierung zu verifizieren, wurden Huh7
Zellen mit einem neutralisierenden TRAIL-Antikérper (Ak; Abb.14) bzw. mit einem pan-
Caspase-Inhibitor (QVAD; Abb.15) vorinkubiert.



ERGEBNISSE 44

>
oy)

o
]

=
1

e

1
204
| . . L3
o —
+ - + BZB

scTRAIL

SRS S ) T
i

o
1

Caspase-3 Aktivierung

—_—
<

o
I

T
n.s.
.—v
| )
- + BZ

+ B

Caspase-3 Aktivierung
(x-facher Anstieg zur unbehandelten Kontrolle)
w
o
[
(x-facher Anstieg zur unbehandelten Kontrolle)

dEGFR-scTRAIL

B - Neutralisierender TRAIL-AK
O+ Meutralisierender TRAIL-Ak

Abb.14: Inhibierung der Caspasen-Aktivitat durch neutralisierenden TRAIL-Antikérper in Huh7.
Luminometrischer Nachweis der Caspasen-Aktivierung in Huh7 Zellen (n=4), die mit scTRAIL
(A) bzw. aEGFR-scTRAIL (B) alleine oder in Kombination mit Bortezomib jeweils mit (grau) und
ohne (schwarz) Zusatz des neutralisierenden TRAIL-Antikérper behandelt wurden. Keine
Inhibierung der Caspasen-Aktivierung findet in Huh7 Zellen statt, die nur mit Bortezomib

behandelt wurden. * p<0,05 signifikant; n.s. nicht-signifikant

Dabei zeigte die Zugabe des neutralisierenden TRAIL-Antikdrpers (Ak) keinen Effekt auf die
Caspasen-Aktivierung in Huh7, die mit Bortezomib alleine behandelt wurden (2,5+0,1
Anstieg [-Ak] und 2,7£0,2 Anstieg [+Ak]; Anstieg im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle).
Die Vorbehandlung mit dem neutralisierenden TRAIL-Ak konnte dagegen die Caspasen-
Aktivierung in Huh7 Zellen, induziert durch scTRAIL alleine (8,3+0,6 Anstieg [-Ak] und
2,8+0,6 Anstieg [+AK]) oder in Kombination mit Bortezomib (23,4+2,1 Anstieg [-Ak] und
3,3+0,7 Anstieg [+AK]) signifikant inhibieren (Abb.14A; p<0,05). Entsprechend wurde durch
den neutralisierenden TRAIL-Ak die Caspasen-Aktivitat in Huh7 Zellen, die mit aEGFR-
scTRAIL alleine (14,3+£1,9 Anstieg [-Ak] und 1,8+0,4 Anstieg [+AK]) oder in Kombination mit
Bortezomib (48,7+2,3 Anstieg [-Ak] und 6,1+0,7 Anstieg [+Ak]) behandelt wurden, signifikant
reduziert (Abb.14B; p<0,05).
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Die Vorbehandlung der Huh7 Zellen mit einem pan-Caspase-Inhibitor (QVAD) fihrte zu einer
signifikant reduzierten Caspasen-Aktivierung induziert durch scTRAIL alleine (8,3+0,6
Anstieg [-QVAD] und 0,2+0,03 Anstieg [+QVAD]; p<0,05) oder durch scTRAIL in
Kombination mit Bortezomib (23,4+2,1 Anstieg [-QVAD] und 0,1+£0,02 Anstieg [+QVAD];
Abb.15A).
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Abb.15: Inhibierung der Caspasen-Aktivitdt durch Pan-Caspase-Inhibitor (QVAD) in Huh7.
Luminometrischer Nachweis der Caspasen-Aktivierung in Huh7 Zellen (n=4), die mit scTRAIL
(A) bzw. aEGFR-scTRAIL (B) alleine oder in Kombination mit Bortezomib jeweils mit (grau)
bzw. ohne (schwarz) Zusatz des Caspase-Inhibitors QVAD behandelt wurden. *p<0,05

signifikant

Entsprechend wurde die Caspasen-Aktivitdt durch den Caspase-Inhibitor auch in Huh7
Zellen, die mit aEGFR-scTRAIL alleine (14,3+1,9 Anstieg [-QVAD] und 0,2+0,04 Anstieg
[+QVAD]) oder in Kombination mit Bortezomib (48,7+2,3 Anstieg [-QVAD] und 0,1+0,01
Anstieg [+QVAD]) behandelt wurden, inhibiert (Abb.15B; p<0,05). Ebenso wird die durch
Bortezomib alleine hervorgerufene geringe Caspasen-Aktivierung durch eine Vorbehandlung
mit QVAD signifikant reduziert (2,5+0,1 Anstieg [-QVAD] und 0,1+£0,01 Anstieg [+QVAD];
p<0,05).
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Ergdanzend wurden Western Blot Analysen durchgefihrt, um den Einfluss des
neutralisierenden TRAIL-Ak und des Caspase-Inhibitors QVAD auf die Aktivierung der

Initiatorcaspase-8 zu verifizieren.

A BZB _— + + + + +
scTRAIL _ _ 4+ 4+ - —
aEGFR-scTRAIL _ _ - + o+

neutralisierender TRAIL-Ak +

- - - - 4+
Vorlaufer Caspase-8 -I -1 55/54kDa

aktivierte Caspase-8 |_. | |- ||. |418kDa

GAPDH (MR D S « 37D

B
BZBE - + + + + +
scTRAIL - — + + - -
dEGFR-scTRAIL - - - = + +
ovAD - - - + - +
Vorlaufer Caspase-8 M b‘ I- i‘ «55/54'kDa
aktivierte Caspase-8 | ||— ||- |418kDa

GAPDH [ | | || ., 371D

Abb.16: Western Blot Analyse. Nachweis von aktivierter Caspase-8 (18kDa) sowie Vorlaufer
Caspase-8 (55/54kDa) im Proteinlysat von Huh7 Zellen, die mit scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL
alleine oder in Kombination mit Bortezomib jeweils mit und ohne Zusatz von neutralisierendem
TRAIL-Ak (A) oder QVAD (B) behandelt wurden. Als Ladekontrolle dient GAPDH.

Durch die Vorbehandlung der Zellen mit dem neutralisierenden TRAIL-Ak konnte die
Caspase-8 Aktivierung, induziert durch die Behandlung mit scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL
jeweils in Kombination mit Bortezomib, vollstandig inhibiert werden (Abb.16A). Abbildung
16B zeigt, dass die in den Hepatoma-Zellen durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL alleine
oder in Kombination mit Bortezomib induzierte Caspase-8 Aktivierung ebenfalls durch
Vorbehandlung mit dem Caspase-Inhibitor (QVAD) blockiert werden kann. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Caspasen-Aktivierung TRAIL-induziert und nicht auf unspezifische Effekte

zurtckzufuhren ist.
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Caspasen-Aktivierung durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL in Kombination mit Bortezomib
im gesunden und HCC-Lebergewebe

Mit Hilfe des 2007 im Labor etablierten ex vivo Models (Volkmann et al., 2007) wurden die in
vitro an PHH und Huh7 erzielten Ergebnisse erstmals im humanem, intaktem, unfixiertem
Lebergewebe verifiziert. In Zusammenarbeit mit Dr. Frank Lehner vom Institut fir
Viszeralmedizin der Medizinischen Hochschule Hannover wurde Primarmaterial nach
Leberteilresektionen zur Verfiigung gestellt. Durch histologische Begutachtung des Institutes
fur Pathologie der Medizinischen Hochschule Hannover wurde das Primarmaterial
charakterisiert und das histopathologische Grading des HCC-Lebergewebes bestimmt. Es
wurde gesundes Lebergewebe (n=8; Alter 59,8+4,5; 62,5% mannlich) vom Patienten mit
partieller Hepatektomie aufgrund von Metastasen nicht-hepatischen Ursprungs und das
Tumor-Lebergewebe von HCC Patienten (n=12; Alter 60,5+3,1; 58,3% mannlich) mit
kryptogener Leberzirrhose (n=6), HCV-Infektion (n=2), Hamochromatose (n=2), alkoholischer
Lebererkrankung (n=1) und nicht-alkoholische Fettlebererkrankung (NAFLD, n=1) analysiert.
Zusatzlich wurde auch tumorfreies Gewebe von HCC-Patienten verwendet (n=5; Alter
58,5+4,1; 60,0% mannlich).
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Abb.17: Caspasen-Aktivierung durch scTRAIL alleine oder in Kombination mit Bortezomib in
gesundem und HCC-Lebergewebe. Dargestellt sind der x-fache Anstieg der Caspasen-Aktivitat
von humanem gesundem (grau, n=7) und HCC-Lebergewebe (schwarz, n=8) nach Apoptose-
Induktion mit Bortezomib, scTRAIL alleine bzw. kombiniert mit Bortezomib im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle. n.s. nicht signifikant
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen in Huh7 Zellen konnte im HCC-Gewebe durch scTRAIL in
Kombination mit Bortezomib keine verstarkte Caspasen-Aktivitat (3,6+0,9 Anstieg; n=8) im
Vergleich zu scTRAIL (1,9+0,6 Anstieg) oder Bortezomib alleine (2,9+0,7 Anstieg) induziert
werden (Abb.17).

Dagegen wurde durch das aEGFR-scTRAIL mit Bortezomib (10,6£2,8 Anstieg; n=11) im
Vergleich zu aEGFR-scTRAIL (3,5+0,9 Anstieg) bzw. zu Bortezomib alleine (3,5%0,7
Anstieg) ein signifikanter Anstieg der Caspasen-Aktivitat (p<0,05) im HCC-Gewebe erzielt
(Abb.18).

2 18-
% 16 | > | O gesund
N — H HCC
> 5 14
5 £ 12
= 2
g g 104
[9p]
2 8
2 s n.s.
s o 6 1
S8 4
<
®
g 0
BZB - +

dEGFR-scTRAIL

Abb.18: Caspasen-Aktivierung durch aEGFR-scTRAIL alleine oder in Kombination mit
Bortezomib in gesundem und HCC-Lebergewebe. Dargestellt ist der x-fache Anstieg der
Caspasen-Aktivitat von humanem gesundem (grau, n=7) und HCC-Lebergewebe (schwarz,
n=11) nach Apoptose-Induktion mit Bortezomib, aEGFR-scTRAIL allein bzw. kombiniert mit

Bortezomib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. *p<0,05 signifikant; n.s. nicht signifikant

Weder scTRAIL noch aEGFR-scTRAIL alleine (1,8+0,5 bzw. 2,3+0,7 Anstieg) oder in
Kombination mit Bortezomib (1,7+0,4 bzw. 2,410,7 Anstieg) fihrten im humanem gesundem
Lebergewebe zur signifikanten Caspasen-Aktivierung (Abb.19A). Im Vergleich zum nicht
tumorspezifischen TRAIL wird durch das tumorspezifische TRAIL in Kombination mit
Bortezomib (2,2+0,4 Anstieg) eine signifikant héhere Caspasen-Aktivierung im HCC-Gewebe
induziert, wahrend zwischen den verschiedenen TRAIL-Konstrukten kein signifikanter

Unterschied bezlglich der Caspasen-Aktivierung zu verzeichnen war (Abb.19B). Im
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gesunden Lebergewebe zeigten weder die TRAIL-Konstrukte alleine noch in Kombination mit

Bortezomib signifikante Effekte auf die Caspasen-Aktivierung (Abb.19A).
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Abb.19: Vergleich der Caspasen-Aktivierung durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL alleine oder
in Kombination mit Bortezomib in gesundem und HCC-Lebergewebe. Relative Caspasen-
Aktivitdt in gesundem (A) und HCC-Lebergewebe (B) nach Behandlung mit Bortezomib,
SCTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL alleine und in Kombination mit Bortezomib im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle. *p< 0,05 signifikant; n.s. nicht signifikant
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TRAIL-R1 und TRAIL-R2 Expression nach Bortezomib-Behandlung im gesunden und HCC-
Lebergewebe

Um den Einfluss von Bortezomib auf HCC- und gesundes Lebergewebe hinsichtlich der
Sensibilisierung gegentber Apoptose-Induktion zu Uberprifen, wurde die TRAIL-R1 und
TRAIL-R2 Expression im Bortezomib-behandelten HCC-Gewebe vergleichend zu gesundem
Lebergewebe mittels RT-PCR quantitativ untersucht. Die Ergebnisse zeigen die relative
Expression der Zielgene (TRAIL-R1/TRAIL-R2) des Bortezomib-behandelten gesunden oder
HCC-Lebergewebes normiert auf das Referenzgen GAPDH (Ratio) im Vergleich zum
unbehandelten Kontrollgewebe (Abb. 20).
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Abb.20: RT-PCR von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 im gesunden und HCC-Lebergewebe nach
Bortezomib-Behandlung. Expression von TRAIL-R1 (A) und TRAIL-R2 (B) in gesundem (grau;
n=6) und HCC-Lebergewebe (schwarz; n=10) nach Behandlung mit Bortezomib im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle. Als Normierung diente GAPDH. *p<0,05 signifikant

Durch die Bortezomib-Behandlung wurde sowohl eine signifikant verstarkte Expression von
TRAIL-R1 (Abb.20A; p<0,05) als auch von TRAIL-R2 (Abb.20B; p<0,05) im HCC-
Lebergewebe (8,815,4 und 5,9+3,4) gegenlber gesundem Lebergewebe (1,0+0,3 und
0,5+0,2) erzielt. Bortezomib flhrte somit zur signifikanten Induktion der agonistischen TRAIL-
Rezeptor Expression im HCC-Gewebe, jedoch nicht im gesunden Lebergewebe. Diese
Beobachtung kénnte die selektive Zelltodinduktion durch aEGFR-scTRAIL mit Bortezomib im
HCC-Gewebe erklaren. Entsprechend weist die Kombination von oEGFR-scTRAIL mit
Bortezomib im gesunden Lebergewebe keine Toxizitat auf.
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Nachweis von Effektorcaspase-3 und Cytokeratin-18 im HCC-Lebergewebe

Um zu analysieren in welchen Zellen im HCC-Lebergewebe die Caspasen-Aktivierung durch
oEGFR-scTRAIL in Kombination mit Bortezomib hervorgerufen wird, wurde das
entsprechend behandelte HCC-Gewebelysat mittels Immunassay quantitativ auf Cytokeratin-
18 Fragmente (CK-18), die wahrend der Hepatozyten-Apoptose durch aktivierte Caspasen

generiert werden, untersucht.
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Abb.21: Spaltung von Cytokeratin-18 nach Apoptose-Induktion durch scTRAIL bzw. aEGFR-
scTRAIL alleine oder in Kombination mit Bortezomib im HCC-Lebergewebe. Dargestellt ist der
x-fache Anstieg der Cytokeratin-18 Fragmente im Lysat von HCC-Lebergewebe (n=8) nach
Apoptose-Induktion durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL alleine bzw. in Kombination mit
Bortezomib im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. * signifikant p< 0,05; n.s. nicht

signifikant

Es konnte gezeigt werden, dass im Vergleich zur Behandlung von HCC-Lebergewebe (n=8)
mit nicht tumorspezifischen scTRAIL und Bortezomib (1,4t+0,4 Anstieg) durch die
Behandlung mit dem tumorspezifischen aEGFR-scTRAIL in Kombination mit Bortezomib
(4,0+£1,3 Anstieg) signifikant mehr CK-18 Fragmente gebildet werden (Abb.21). Keinen
Unterschied gibt es nach der Behandlung mit den TRAIL-Konstrukten alleine (scTRAIL
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1,9+0,9; aEGFR-scTRAIL 2,3+0,5). Die induzierte Caspasen-Aktivierung ist somit auf die

Apoptose von hepatozellularen Karzinomzellen zurtickzufihren.

Erganzend wurden immunhistochemische Analysen zur Caspase-3 Aktivierung und
Caspase-gespaltenem Cytokeratin-18 im gesunden und HCC-Lebergewebe, die mit scTRAIL

bzw. oEGFR-scTRAIL jeweils in Kombination mit Bortezomib behandelt wurden,

vorgenommen.
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Abb.22: Immunhistochemischer Nachweis von aktivierter Caspase-3 in gesundem und
HCC-Lebergewebe. Nach Behandlung von gesundem (A,B) und HCC-Lebergewebe
(C,D) mit scTRAIL (A,C) bzw. aEGFR-scTRAIL (B,D) in Kombination mit Bortezomib
wurden in den Gewebeschnitten immunhistochemisch aktivierte Caspase-3

nachgewiesen (400-fache VergréRerung).

In gesundem Lebergewebe konnte durch die jeweiligen TRAIL-Versionen in Kombination mit
Bortezomib keine relevante Caspase-3 Aktivierung (Abb.22A/B) bzw. Cytokeration-18
Spaltung (Abb.23A/B) verzeichnet werden. Dagegen konnte durch die verschiedenen TRAIL-
Versionen mit Bortezomib im HCC-Gewebe Caspase-3 Aktivierung (Abb.22C/D) sowie
Cytokeratin-18 Spaltung (Abb.23C/D) induziert werden. Durch die Behandlung von HCC-

Gewebe mit odEGFR-scTRAIL in Kombination mit Bortezomib konnte eine starker
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ausgepragte Caspase-3 Aktivierung und Cytokeratin-18 Spaltung im Vergleich zu scTRAIL
mit Bortezomib verzeichnet werden.
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Abb.23: Immunhistochemischer Nachweis von durch Caspasen-gespaltenes Cytokeratin-18 in
gesundem und HCC-Lebergewebe. Nach Behandlung von gesundem (A,B) und HCC-
Lebergewebe (C,D) mit scTRAIL (A,C) bzw. aEGFR-scTRAIL (B,D) in Kombination mit
Bortezomib wurden in den Gewebeschnitten immunhistochemisch Caspase-gespaltenes
Cytokeratin-18 nachgewiesen (400-fache Vergrofierung).

Um diese immunhistochemischen Ergebnisse quantitativ zu verifizieren, wurden in den
entsprechend behandelten HCC-Leberexplantaten (n=3) positive Hepatozyten fiir Caspase-3
Aktivierung und Cytokeratin-18 Fragmente in jeweils 4 mikroskopischen Feldern ausgezahlt
und der prozentuale Anteil an der Gesamtzellzahl errechnet (Abb. 24). Die kombinierte
Behandlung von HCC-Lebergewebe mit aEGFR-scTRAIL und Bortezomib induzierte eine
signifikant starkere Caspase-3 Aktivierung (17,0£1,2% positive Zellen) im Vergleich zur
kombinierten Behandlung mit scTRAIL und Bortezomib (6,3£0,5% positive Zellen; scTRAIL
alleine 4,3%£0,7% positive Zellen) oder zu aEGFR-scTRAIL alleine (4,0+0,03% positive
Zellen; p<0,01; Abb.24A).
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Abb.24: Quantifizierung der Caspase-3 Aktivitdt und der Cytokeratin-18 Spaltung im HCC-
Lebergewebe. Dargestellt ist der prozentuale Anteil von positiven Zellen fiir aktivierte Caspase-3
(A) und CK-18 Fragmente (B) nach Behandlung von HCC Lebergewebe (n=3) mit scTRAIL bzw.
aEGFR-scTRAIL alleine oder kombiniert mit Bortezomib. Auszahlung von 4 mikroskopischen
Feldern pro Gewebeschnitt in 400-facher VergréRerung. **p<0,01 hoch signifikant; n.s. nicht-

signifikant

Entsprechend konnten im HCC-Gewebe, das mit aEGFR-scTRAIL in Kombination mit
Bortezomib behandelt wurde (15,1%£1,2% positive Zellen) im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit aEGFR-scTRAIL (4,8+0,4% positive Zellen) oder im Vergleich zu scTRAIL
mit Bortezomib (5,41£0,5% positive Zellen; scTRAIL alleine 4,51£0,8% positive Zellen)
signifikant mehr CK-18 Fragmente detektiert werden (Abb.24B; p<0,01).
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Zelltod-Analyse von HCC-Lebergewebe nach Behandlung mit scTRAIL bzw. aEGFR-
scTRAIL in Kombination mit Bortezomib

Wahrend des Zelltodes kommt es durch die DNAse Aktivitat nicht nur zur Bildung von
doppelstrangigen DNA-Fragmenten mit niedrigem Molekulargewicht (Mono- und
Oligonukleosome), sondern auch zu Einzelstrang-Briichen der DNA mit hohem
Molekulargewicht. Diese DNA-Strangbriche kdénnen mit Hilfe der TUNEL-Technik (TdT-
vermittelte dUTP nick end labeling) nachgewiesen werden. Zur Verifizierung des Zelltodes
wurde die TUNEL-Reaktivitat auf HCC-Lebergewebe analysiert (n=3; Abb.25).

scTRAIL+BZB aEGFR-scTRAIL +BZB

Abb.25: Immunfluoreszenz-Farbung zur Bestimmung der TUNEL-Reaktivitat im HCC-
Lebergewebe. Nach Behandlung mit scTRAIL (A,C,E) bzw. aEGFR-scTRAIL (B,D,F) in
Kombination mit Bortezomib wurden die Gewebeschnitte mit TUNEL-Reagenz und DAPI
gefarbt (400-fache VergréRerung). Durch aEGFR-scTRAIL und Bortezomib wurde ein héherer
Anteil an TUNEL-positiven Zellen (griin) im Vergleich zu scTRAIL mit Bortezomib im HCC-
Gewebe erzielt. Durch die Kernfarbung mittel DAPI (blau) wurde die Kernspezifitat der TUNEL-
Reaktion bestatigt (Overlay).
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Fur die quantitative Analyse der TUNEL-positiven Zellen wurden in den entsprechend
behandelten HCC-Gewebeschnitten (n=3) jeweils 4 mikroskopische Felder in 400-facher
VergréRerung ausgezahlt und der prozentuale Anteil an TUNEL/DAPI-doppelpositiven Zellen
an der Gesamtzellzahl ermittelt (Abb.26). Zwischen den mit scTRAIL (6,1£0,8%) bzw.
oEGFR-scTRAIL (5,9£1,6%) alleine behandelten HCC-Gewebeschnitten war kein
signifikanter Unterschied bezlglich der Zelltod-Rate (TUNEL-Reaktivitat) zu verzeichnen.

% TUNEL/DAPI-positive Zellen

Abb.26: Quantifizierung der TUNEL/-Reaktivitdt im HCC-Lebergewebe. Dargestellt ist der
prozentuale Anteil an TUNEL/DAPI-doppelpositiven Zellen an der Gesamtzellzahl nach
Behandlung des HCC-Lebergewebes (n=3) mit scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL allein und in
Kombination mit Bortezomib. Ausgezahlt wurden je 4 mikroskopische Felder pro

Gewebeschnitt in 400-facher VergréRerung. **p<0,01 hoch signifikant; n.s. nicht signifikant

Jedoch konnte durch die Sensitivierung mit Bortezomib ein signifikanter Unterschied
(p<0,01) zwischen den TRAIL-Versionen erzielt werden (scTRAIL 7,8+0,8% bzw. aEGFR-
scTRAIL 27,2+0,7% TUNEL/DAPI-doppelpositive Zellen). Durch die kombinierte Behandlung
des HCC-Lebergewebes mit aEGFR-scTRAIL und Bortezomib konnte signifikant mehr

Zelltod im Vergleich zum tumorspezifischen Konstrukt alleine induziert werden (p<0,01).
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Caspasen-Aktivierung durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL in Kombination mit Bortezomib

im tumorfreien und HCC-Lebergewebe

Um herauszufinden, ob die verschiedenen TRAIL-Versionen in Kombination mit Bortezomib
Caspasen-Aktivierung als Hinweis auf Toxizitat im tumorfreien (zirrhotischen) Lebergewebe
induzieren, wurde eine vergleichende Analyse der jeweiligen Konstrukte alleine und in
Kombination mit Bortezomib bezilglich der Caspasen-Aktivierung im HCC-Gewebe sowie

tumorfreien (zirrhotischen) Lebergewebe der jeweiligen Patienten vorgenommen (Abb.27).
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Abb.27: Caspasen-Aktivierung durch scTRAIL bzw. aEGFR-scTRAIL alleine oder in
Kombination mit Bortezomib in tumorfreiem und HCC-Lebergewebe. Dargestellt ist der x-fache
Anstieg der Caspasen-Aktivitdit nach Behandlung mit scTRAIL (n=3) bzw. aEGFR-scTRAIL
(n=5) alleine und mit Bortezomib in tumorfreiem (grau) und HCC-Lebergewebe (schwarz)

derselben Patienten. *p<0,05 signifikant; n.s. nicht signifikant

Weder Bortezomib (4,1£1,3 Tumor versus 1,9+0,4 tumorfrei; Anstieg im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle), noch scTRAIL (3,3%1,4 versus 2,810,7) oder aEGFR-scTRAIL
(4,941,6 versus 2,4+0,7) alleine erhdhten signifikant die Caspasen-Aktivitdt im HCC-
Lebergewebe (schwarz) im Vergleich zum tumorfreiem Lebergewebe (grau). Dagegen wurde
durch aEGFR-scTRAIL in Kombination mit Bortezomib ein signifikanter Anstieg (p<0,05) der
Caspasen-Aktivitat im HCC-Gewebe im Vergleich zu tumorfreien Lebergewebe erzielt
(11,1+3,9 versus 2,5+0,8). Das nicht tumorspezifische TRAIL in Kombination mit Bortezomib
fuhrte zu keinem signifikanten Anstieg der Caspasen-Aktivitdt im HCC-Lebergewebe im

Vergleich zum tumorfreien Lebergewebe (3,9+1,4 versus 2,1+0,4).
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D DISKUSSION

In dieser Arbeit konnte sowohl /n vifro in Hepatoma-Zellen als auch ex vivo auf humanem
HCC-Lebergewebe gezeigt werden, dass nach Vorbehandlung mit dem Proteasom-Inhibitor
Bortezomib die fir den EGF-Rezeptor spezifische TRAIL-Version zu mehr Caspasen-
Aktivitat und Zelltod fihrt als das nicht tumorspezifische scTRAIL. Auf primaren, humanen
Hepatozyten (PHH) oder gesundem Lebergewebe hatten beide TRAIL-Versionen in
Kombination mit Bortezomib keine hepatotoxische Wirkung. Auch die vergleichenden
Untersuchungen von HCC- und dem umgebenden tumorfreien Lebergewebe derselben
Patienten untermauern die Tumorspezifitdt des EGF-R-targeted TRAIL, verbunden mit einer
héheren Apoptose-Effizienz im Tumorgewebe und verminderter Toxizitat im zirrhotischen,

tumorfreien Gewebe.

Fir Patienten mit fortgeschrittenem HCC stehen derzeitig nur sehr begrenzte Therapie-
Optionen zur Verfigung, da sich das HCC gegenlber systemischer Chemotherapie
weitestgehend als resistent erweist. Im Hinblick auf den -wenn auch limitierten-
Therapieerfolg des Multikinase-Inhibitors Sorafenib beim HCC stellen zielgerichtete
Therapiestrategien einen vielversprechenden Ansatz dar. Diesbezlglich kdnnte sich TRAIL
als pro-apoptotische Substanz erfolgreich erweisen, da Tumore durch eine verminderte
Apoptoserate gekennzeichnet sind und TRAIL im Gegensatz zu TNF oder CD95L selektiv
Apoptose in transformierten jedoch nicht in normalen Zellen induziert (Ashkenazi et al., 1999;
Wajant, 2006; Walczak et al., 1999). Obwohl bereits einige klinische Studien mit TRAIL bei
verschiedenen fortgeschrittenen soliden Tumoren vielversprechende Ergebnisse zeigten,
wurde zunehmend erkannt, dass eine Monotherapie mit diesem Zytokin nicht zu dem
gewlnschten therapeutischen Erfolg fuhrt (Ashkenazi et al., 2008b). Weiterhin konnte in
Xenograft-Modellen mit TRAIL-resistenten Zellen des Pankreaskarzinoms und des
Gallengangskarzinoms gezeigt werden, dass die Behandlung mit TRAIL sogar zu einer
erhdhten Tumorzellmigration sowie zur Metastasierung flihren kann (Ishimura et al., 2006;
Trauzold et al., 2006). Es wird angenommen, dass bei Vorliegen einer TRAIL-Resistenz
TRAIL eher Uberlebens-Signalwege wie den NFkB (nuclear factor 'kappa-light-chain-
enhancer' of activated B-cells) oder den MAP-Kinase (mitogen-activated protein) Signalweg
aktiviert als Apoptose induziert (Falschlehner et al., 2007; Ishimura et al., 2006; Varfolomeev
et al., 2005). Eine Wiederherstellung der TRAIL-Sensitivitat ist fur die Apoptose-Induktion
essentiell, nicht nur um den klinischen Nutzen zu erhéhen, sondern auch um Patienten vor
unerwlinschten Nebeneffekten zu schitzen. Eine Kombination von TRAIL mit Apoptose-
sensibilisierenden Substanzen scheint deshalb fur die TRAIL-vermittelten antitumoralen

Effekte unabdingbar zu sein.
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Kirzlich konnte fir Proteasom-Inhibitoren wie Bortezomib gezeigt werden, dass diese in
bestimmten Tumorzellen u.a. auch in Hepatoma-Zellen zu deren Sensitivierung fur die
TRAIL-induzierte Apoptose fiihren (Brooks et al., 2010; Ganten et al., 2006; Koschny et al.,
2007a; Luster et al., 2009; Naumann et al., 2011; Smith et al., 2007). Diese Substanzen
kénnten anderen TRAIL-sensibilisierenden Substanzen Uberlegen sein, da die Inhibierung
des Proteasoms, als Zentrum des Protein-Turnovers, verschiedene Signalwege der
Apoptose und des Zelliiberlebens beeinflusst. Mit grofder Wahrscheinlichkeit kénnen so
mehrere Resistenz-Mechanismen umgangen werden. In diesem Zusammenhang sollte
erwahnt werden, dass im HCC-Lebergewebe erhdhte Level des Caspase-inhibierenden
Molekils XIAP (X-linked inhibitor of apoptosis protein) (Augello et al., 2009; Shi et al., 2008)
sowie eine gesteigerte Expression von einigen anti-apoptotischen Mitgliedern des
intrinsischen Signalweges wie z.B. Bcl-xL, Bcl-2 und Mcl-1 beobachtet wurden (Fleischer et
al., 2006; Mott et al., 2007; Sieghart et al., 2006; Takehara et al., 2001; Wirth et al., 2005). In
einigen Studien fihrte die Behandlung von HCC-Zellen mit Bortezomib zur Hochregulierung
von TRAIL-R1 und -R2 auf der Tumorzelloberflache zur verbesserten Bildung des DISC-
Komplexes und ebenfalls zur verminderten Expression von cFLIP sowie von XIAP, wodurch
der TRAIL-Resistenz in unterschiedlichen Bereichen des Apoptose-Signalweges
entgegengewirkt wird (Brooks et al., 2010; Koschny et al., 2007a). In dieser Arbeit wurde der
Einfluss von Bortezomib auf die Expression von TRAIL-R1 und-R2 untersucht. Bortezomib
fuhrte zu einer verstarkten Expression dieser agonistischen TRAIL-Rezeptoren im HCC-
Lebergewebe. Im gesunden Lebergewebe konnte weder auf unbehandelten noch auf
Bortezomib-behandeltem Gewebe diese TRAIL-Rezeptoren detektiert werden. Diese
Ergebnisse wurden in anderen Studien bestatigt (Chen et al., 2009; Koschny et al., 20073;
Koschny et al., 2007b). Bortezomib beeinflusst nicht nur den extrinsischen, sondern auch
den intrinsischen Signalweg durch Aktivierung von pro-apoptotischen Molekilen der Bcl-2
Proteinfamilie wie tBid, Bak oder Bax (Koschny et al., 2007a; Naumann et al., 2011). Als eine
mdgliche Schlussfolgerung auf diese Beobachtungen kénnten auch nicht transformierte
Zellen so fur die TRAIL-induzierte Apoptose sensibilisiert werden (Falschlehner et al., 2009;
Volkmann et al., 2007). In Vorarbeiten konnte gezeigt werden, dass HCV-infiziertes oder
durch nicht-alkoholische Steatohepatitis (NASH) vorgeschadigtes Lebergewebe, die zu den
zu Grunde liegenden Vorerkrankungen des HCC gehdéren, eine erhdhte Sensitivitat
gegenuber TRAIL-induzierter Apoptose aufweisen (Volkmann et al., 2007). Weiterhin konnte
gezeigt werden, dass entzlindliche und cholestatische Leberschadigung sowohl murine als
auch humane Hepatozyten gegeniiber TRAIL-induzierter Apoptose sensibilisieren, was auf
die verstarkte Expression von agonistischen TRAIL-Rezeptoren sowie von pro-apoptotischen
Molekulen des mitochondrialen Signalweges zurtickgefihrt wurde (Higuchi et al., 2002;
Janssen et al., 2003; Liang et al., 2007; Mundt et al., 2003; Volkmann et al., 2007). Deshalb
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ist es besonders wichtig, beim therapeutischen Einsatz von TRAIL auf die Zellen des
tumorfreien Lebergewebes zu achten. Ein therapeutisches Ziel ware die Erhdhung der
antitumoralen Wirksamkeit bei gleichzeitiger Minimierung der Toxizitdt gegenuber
tumorfreiem Gewebe. Dieses Ziel konnte durch ein neues Proteindesign unter Verwendung
von rekombinanten Liganden der TNF-Familie, die gegen bestimmte Zielstrukturen im
Tumorgewebe gerichtet sind, erreicht werden (Gerspach et al., 2009b). In diesem Kontext
gelang die Herstellung eines TRAIL-Fusionsproteins, das gegen den EGF-Rezeptor (erbB1
oder Her1/neu) gerichtet ist, der im HCC-Lebergewebe verstarkt exprimiert ist (Breuhahn et
al., 2006; Buckley et al., 2008; Schneider et al., 2010). In dieser Arbeit konnte gezeigt
werden, dass der EGF-Rezeptor im HCC-Lebergewebe, jedoch nicht im gesunden
Lebergewebe hochreguliert ist. Durch die Bindung des EGFR-Fusionsproteins an die
Oberflache von EGF-Rezeptor positiven Hepatoma-Zellen wird funktionell das
membrangebundene TRAIL imitiert (Gerspach et al., 2009b; Siegemund et al., 2012). Durch
die Bindung der Liganden an die TRAIL-Rezeptoren wird die apoptotische Signalkaskade
ausgelost. Trotz /n vifro zu verzeichnender partieller Blockade des EGF-Rezeptor-
Signalweges durch dieses TRAIL-Konstrukt konnten /n vivo keine relevanten aktivierenden
oder inhibierenden Effekte auf diesem Signalweg verzeichnet werden (Schneider et al.,
2010). Die durch dieses Fusionsprotein induzierte Apoptose wird deshalb auf die TRAIL-
Komponente zuriickgeflihrt. Das Ziel dieser Arbeit bestand darin, die Anti-Tumor-
Wirksamkeit des tumorspezifischen a-EGFR-scTRAIL mit dem unspezifischen scTRAIL zu
vergleichen. Als Hypothese wurde angenommen, dass das tumorspezifische TRAIL-Protein
starkere antitumorale Eigenschaften aufweist. In Bezug auf Vorarbeiten zu Dosisfindung
wurde in dieser Arbeit fir alle Experimente eine Konzentration der TRAIL-Fusionsproteine
von 100ng/ml eingesetzt. Hoéhere Konzentrationen in Gegenwart des Proteasom-Inhibitors
Bortezomib flihrten nicht zu hdéheren Zelltod-Raten (Kelley et al., 2001; Siegemund et al.,
2012; Xiang et al.,, 2004). Fir die Vorbehandlung der Zellen bzw. des Gewebes mit
Bortezomib wurde eine Konzentration von 500ng/ml (1,3uM) gewahlt, da sich diese
Konzentration in Kombination mit Bortezomib als nicht toxisch fir primare humane
Hepatozyten erwies und im therapeutischen Bereich bezogen auf die bei Patienten mit
multiplem Myelom gemessenen Plasmaspiegel liegt (Koschny et al., 2007a; Stanford et al.,
2003).

In dieser Arbeit konnte /n vitro in Hepatoma-Zellen und erstmals ex vivo in HCC-Explantaten
gezeigt werden, dass bei gleichzeitiger Proteasom-Inhibition die zielgerichtete TRAIL-
Behandlung von HCC-Zellen bzw. -Gewebe der nicht zielgerichteten TRAIL-Behandlung in
Bezug auf Caspasen-Aktivierung und Zelltod-Induktion tGberlegen ist. Dies ist auf die erhéhte

Bioaktivitat des zielgerichteten TRAIL in den Tumorzellen und nicht auf die EGF-Rezeptor
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inhibierenden Eigenschaften des Fusionsproteins zurlickzufiihren (Doody et al., 2007; Ng et
al., 2004), da durch den Einsatz von EGFR-Antikérpern wie Cetuximab die Bindung und
Wirkung von oEGFR-scTRAIL an den Zielzellen kompetitiv blockiert werden konnte
(Schneider et al., 2010; Siegemund et al., 2012). Erganzend konnten in dieser Arbeit
mdgliche Apoptose-induzierende Effekte durch das EGFR-spezifische Antikérperfragment,
abgeleitet vom chimaren anti-EGFR Antikérper Cetuximab, ausgeschlossen werden. Durch
den Einsatz eines neutralisierenden TRAIL-Antikdrpers konnten die Apoptose-induzierenden
Effekte von aEGFR-scTRAIL blockiert werden. Darliber hinaus konnte die durch das
zielgerichtete TRAIL induzierte Aktivierung von Initiatorcaspase-8 als DISC-Komponente
durch Caspasen-Inhibition (QVAD) vollstandig aufgehoben werden. Es ist deshalb davon
auszugehen, dass die durch aEGFR-scTRAIL hervorgerufene antitumorale Wirkung
spezifisch auf TRAIL und nicht auf unspezifische oder iber EGF-Rezeptor vermittelte Effekte
zurtckzufiuihren ist. Eine mogliche Erklarung der erhdhten Bioaktivitdt des spezifischen
oEGFR-scTRAIL gegenliber dem unspezifischen scTRAIL ist seine Imitierung als
membrangebundene Form von TRAIL an der Oberfliche der Tumorzellen im
Gewebeverband und das dadurch hervorgerufene bevorzugte Crosslinking von TRAIL-R2.
Dagegen fungiert das scTRAIL als lésliche Form von TRAIL und bindet dabei eher an
TRAIL-R1 bzw. an die antagonistischen Rezeptoren, die kein Apoptosesignal auslésen
(Kelley et al., 2005; Wajant et al., 2001). Beide agonistischen Rezeptoren wurden auf
unbehandeltem HCC-Lebergewebe nach Behandlung mit Bortezomib nachgewiesen. Trotz
der relativ gleichmaBigen Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 auf verschiedenen
Tumorzellen, interagiert hauptséchlich TRAIL-R2 als Ubermittler des Rezeptor-vermittelten
TRAIL-Apoptosesignals (Ashkenazi et al., 2008a; van der Sloot et al., 2006), wodurch die
héhere pro-apoptotische Aktivitat des spezifischen aEGFR-scTRAIL vergleichend zum
scTRAIL erklart werden konnte. Die Unterschiede in der TRAIL-Rezeptor Expression kdnnte
auch die unterschiedliche Empfindlichkeit von Huh7 Zellen im Vergleich zum HCC-
Lebergewebe gegeniiber scTRAIL- und aEGFR-scTRAIL- induzierter Apoptose erklaren.
Dariber hinaus konnte die TRAIL-Sensitivitat auch durch die Homogenitat der
Zellkulturbedingungen oder der Heterogenitat der Zellpopulation im Gewebe, verbunden mit

dem entziindlichen Tumormilieus des intakten Lebergewebes beeinflusst werden.

Im Hinblick auf die signifikante Caspasen-Aktivierung und Zelltod-Induktion von aEGFR-
scTRAIL in Kombination mit Bortezomib in HCC-Zellen bzw. -Gewebe wurde der Frage
nachgegangen, ob diese Kombination Toxizitat auf normalen Leberzellen bewirkt. Weder in
primaren, humanen Hepatozyten noch in gesundem Lebergewebe konnte durch den
kombinierten Einsatz von zielgerichtetem TRAIL und Bortezomib Caspasen-Aktivierung bzw.

Zelltod induziert werden. Gesundes Lebergewebe zeigte auch keine Expression fir den
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EGF-Rezeptor. Mdoglicherweise wird durch das gezielte T7argefing des EGF-Rezeptor
positiven Tumorgewebes durch TRAIL gesundes EGF-Rezeptor negatives Lebergewebe vor
Toxizitat geschitzt. Der Einsatz von nicht tumorspezifischem TRAIL mit Bortezomib
induzierte weder im gesunden Lebergewebe noch in HCC-Lebergewebe eine signifikante
Caspasen-Aktivierung. Im Hinblick auf diese und in anderen Arbeiten erzielten Ergebnisse ist
davon auszugehen, dass TRAIL in Kombination mit Bortezomib in normalen Hepatozyten
nicht toxisch ist (Koschny et al., 2007a). Zudem konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass
Bortezomib eine verstarkte Expression agonistischer TRAIL-Rezeptoren im HCC-Gewebe,
jedoch nicht im gesunden Lebergewebe hervorruft. Dies bedeutet, dass Bortezomib selektiv
Tumorgewebe und nicht gesundes Lebergewebe gegeniber TRAIL-vermittelter Apoptose
sensibilisiert. Da das HCC auf dem Boden von Lebererkrankungen entsteht und gezeigt
werden konnte, dass beispielsweise bei entziindlichen Lebererkrankungen wie Virushepatitis
oder nicht alkoholischer Fettlebererkrankung (NASH) eine erhoéhte Sensitivitdt gegentber
TRAIL, bedingt durch eine veranderte Expression von pro- und anti-apoptotischen
Molekulen, besteht (Volkmann et al., 2007), wurde der Frage nachgegangen, inwieweit sich
die TRAIL-Proteine in Kombination mit Bortezomib als toxisch auf tumorfreiem, zirrhotischem
Lebergewebe erweisen. In den ex vivo Experimenten konnte eine signifikant hdhere
Caspasen-Aktivitat im HCC-Lebergewebe im Vergleich zum tumorfreien Gewebe detektiert
werden. Ein moglicher Grund flr die verminderte Sensivitdt gegentber scTRAIL des
tumorfreiem Lebergewebes von HCC-Patienten kénnte eine verringerte Entziindung im
zirrhotischen  Lebergewebe sein, was moglicherweise zu einem veranderten
Expressionsprofil von Apoptose-Regulatoren wie z.B. die erhdhte Expression von
antagonistischen TRAIL-Rezeptoren oder anti-apoptotischen Molekilen wie Bcl-2 fihrt
(Chen et al., 2003; Frommel et al., 1999). Weiterhin wurde gezeigt, dass primare murine
Hepatozyten wahrend der Fibrogenese durch Kollagen | eine Apoptose-Resistenz
entwickeln. Dies korrelierte mit einer verminderten Expression von pro-apoptotischen
Molekilen wie Bax oder Bak und einer hdheren Expression von anti-apoptotischen
Regulatoren wie Bcl-xL. (Bourbonnais et al., 2012). Somit kénnte eine erhéhte Expression
von anti-apoptotischen Molekilen bei fortgeschrittener Fibrose/Leberzirrhose, die der HCC-
Entwicklung zu Grunde liegt, das tumorfreie Lebergewebe vor Apoptose schiitzen. Da in
dieser Arbeit nur eine begrenzte Anzahl an tumorfreiem und HCC-Lebergewebe desselben
Patienten untersucht wurde, kann eine fehlende Hepatotoxizitdt von TRAIL gegenilber
tumorfreiem Lebergewebe nicht mit letzter Sicherheit ausgeschlossen werden. Dies ist
insbesondere bei Erkrankungen zu bertcksichtigen, die bereits in Abwesenheit von
Leberzirrhose mit HCC-Entwicklung assoziiert werden, wie beispielsweise die chronische
Hepatitis B Virusinfektion oder nicht alkoholischer Steatohepatitis (Ertle et al., 2011; Liu et
al., 2006). Fur die Tumor-Behandlung mit rekombinantem TRAIL oder agonistischen TRAIL-
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R1 und -R2 Antikérpern ist es deshalb nicht nur wichtig die TRAIL-Empfindlichkeit der
Tumorzellen selbst zu betrachten, sondern auch die Faktoren im umgebenden Milieu.
Weitere Studien sind erforderlich um zu evaluieren, ob durch EGFR-T7argefing mdgliche

toxische Effekte von TRAIL im tumorfreien Lebergewebe vermieden werden kdnnen.
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E Fazit & Ausblick

Mit dieser Arbeit wird ein neues Konzept fir die zielgerichtete Behandlung des HCC und
anderer EGF-Rezeptor positiven, soliden Tumoren vorgestellt. Es konnte gezeigt werden,
dass gegen EGF-Rezeptor positive Tumorzellen gerichtetes TRAIL in Kombination mit
Bortezomib eine signifikant héhere antitumorale Aktivitdt gegenuber nicht zielgerichtetem
TRAIL aufweist. Da die zielgerichtete Therapie mit aEGFR-scTRAIL und Bortezomib keine
toxischen Effekte in gesundem bzw. tumorfreiem HCC-Lebergewebe auslost, kénnte dies
eine mogliche innovative zuklinftige Therapieoption zur Behandlung von HCC-Patienten
sein. Als mogliche nachste Schritte sollte die antitumorale Aktivitdt des EGFR-spezifischen
TRAIL allein und kombiniert mit Bortezomib in einem Xenograft-Mausmodell getestet
werden. Murine Xenograft-Modelle sind gut geeignet, um neue Therapiestrategien
praklinisch /in vivo zu testen (Huynh et al., 2006). In einer kirzlich publizierten Arbeit konnte
gezeigt werden, dass gegen EGFR-gerichtetes TRAIL in Kombination mit Bortezomib im
murinen Kolonkarzinom Xenograft-Modell zur Reduktion des Tumorvolumens im Vergleich
zu den unbehandelten Mausen fiihrte (Siegemund et al., 2012). Im Hinblick auf die in dieser
Arbeit erzielten Ergebnisse ware eine vergleichende Analyse von aEGFR-scTRAIL und
scTRAIL jeweils in Kombination mit Bortezomib im HCC Xenograft-Modell der Maus

anzustreben.

Da die Bioaktivitdt des TRAIL-Molekiils von der Oligomerisierung abhangt, kénnte ein
dimeres EGFR-spezifisches TRAIL-Fusionsprotein zur Steigerung der antitumoralen
Eigenschaften fihren. Durch Siegemund et al. (2012) wurde ein solches Fusionsprotein
(,Diabody“-aEGFR-scTRAIL oder Db-aEGFR-scTRAIL) entwickelt und bereits in
verschiedenen EGF-Rezeptor positiven Karzinomzelllinien getestet. In Huh7 Zellen zeigte
das dimere aEGFR-scTRAIL kombiniert mit Bortezomib eine starkere apoptotische Wirkung
als die monomere Form. Dabei waren auch mit der dimeren tumorspezifischen TRAIL-
Variante keine toxischen Effekte auf primdren humanen Hepatozyten zu verzeichnen. Auch
in vivo im Kolonkarzinom Xenograft-Mausmodell fiihrte das Db-aEGFR-scTRAIL mit
Bortezomib zu einem verlangsamten Tumorwachstum im Vergleich zum aEGFR-scTRAIL
bzw. scTRAIL kombiniert mit Bortezomib (Siegemund et al., 2012). Eine vergleichende
Analyse der verschiedenen zielgerichteten TRAIL-Versionen ex vivo im intakten HCC- und
tumorfreien Lebergewebe sowie /in vivo im HCC Xenograft-Mausmodell ware deshalb

vielversprechend.

Als weitere Therapieoptionen kdnnten anstelle des Proteasom Inhibitors Bortezomib andere
Apoptose-sensitivierende Substanzen wie z.B. der Multikinase-Inhibitor Sorafenib oder der

mTOR-Inhibitor Rapamycin zum Einsatz kommen. Sorafenib, Handelsname Nexavar,



FAZIT & AUSBLICK 65

blockiert die Ras-Raf/MEK/ERK-Signalkaskade, die wichtig flir das Wachstum von soliden
Tumoren ist, sowie andere Rezeptor-Tyrosin-Kinasen wie VEGFR/PDGFR oder c-kit
(Downward, 2006; Wilhelm et al., 2006). In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass
Sorafenib, das fir die Behandlung des fortgeschrittenen Leberzellkarzinoms zugelassen ist,
humane TRAIL-resistente Tumorzellen wie u.a. Hepatoma-, Pankreas- und Leukamie-Zellen
fur die Rezeptor-vermittelte Apoptose sensitiviert (Chen et al., 2010; Huang et al., 2010;
Ricci et al., 2007; Rosato et al., 2007). Eine Vorbehandlung der Zellen mit Sorafenib flihrte
zu einer verringerten Expression von anti-apoptotischen Molekilen wie Bcl-xL oder cFLIP
sowie zur Inaktivierung von Mcl-1 (Rosato et al., 2007). Das 7argef von Rapamycin ist
mTOR, das Schlisselmolekil des PI3K/PKB/Akt-mTOR Signalweges. Durch die Aktivierung
verschiedener downstream-Molekile nimmt mTOR Einfluss auf den Zellzyklus, die
Proteinsynthese bzw. die Apoptose (Dworakowska et al., 2009). Es konnte gezeigt werden,
dass im HCC im Vergleich zu gesundem oder tumorfreiem HCC-Lebergewebe Molekile des
mTOR-Signalweges wie pAkt, p27 oder pS6 verstarkt exprimiert werden und mit einer
schlechten Prognose fir diese Patienten einhergehen. Patienten mit einem aktivierten
mTOR-Signalweg kénnten mdglicherweise von einer zielgerichteten Therapie gegen diesen
Signalweg profitieren (Zhou et al., 2010). Klinische Studien sind erforderlich, um den Erfolg

dieser personalisierten Therapiekonzepte zu belegen.
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