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1 Einleitung 1.1 Apoptose und Zelltod

1 Einleitung

1.1 Apoptose und Zelltod

Der Begriff Apoptose, auf Englisch ,apoptosis”, stammt aus dem Griechischen.[1] Ins
Deutsche Ubersetzt, steht Apoptose fiir ,wegfallen”, wie das Herabfallen der Blatter im
Herbst.[1] In der Biologie wird hierdurch der kontrollierte ,Selbstmord“ von Zellen
beschrieben, der ohne groRartige Belastung des Korpers ablauft.[2]

Apoptose spielt eine wichtige Rolle zum einen in der embryonalen Morphogenese, zum
anderen im adulten Organismus bei der Erhaltung der Gewebehomdostase als Gegenspieler
der Proliferation, im Rahmen der negativen Selektion wahrend der Immunzellreifung und
auch bei der Eliminierung von virusinfizierten oder mutierten Zellen - Tumorzellen.[2]
Autoimmunkrankheiten und Krebs kénnen Folge von Storungen bei Induktion und Ablauf der
Apoptose sein.[2]

Der programmierte Zelltod ist charakterisiert durch eine Reihe von morphologischen
Veranderungen, wie Zell- und Kernschrumpfung, Lésung der Zelle aus dem Zellverband und
Auflésung in Fragmente, sogenannte apoptotische Korperchen.[2;3] Als eines der ersten
Anzeichen fallt das mitochondriale Membranpotential ab.[4] Das nukledre Chromatin wird
kondensiert, der Kern schrumpft, die DNA (Desoxyribonukleinsdure) wird zwischen den
Nukleosomen in Sticke von definierter Lange zertrennt und der Kern fragmentiert
(Karyorrhexis).[2;3] Die Zelle schrumpft, die Zellmembran stilpt sich stellenweise nach
aullen aus und es schniiren sich kleine Vesikel ab, die Zellbestandteile, Kernfragmente und
Zellorganellen enthalten koénnen.[2;3;5] Die komplette Zelle I6st sich in diese, von
Zellmembran umgebenen, apoptotischen Kérperchen auf, wobei der Zellinhalt zu keiner Zeit
Kontakt zur Umgebung hat.[2;3;5] Dieser Prozess dauerte schatzungsweise zwischen 6 und
24 Stunden, je nach Zelltyp.[3]

Im Gegensatz hierzu wird bei der Nekrose, dem unkontrollierten Zelltod, das Chromatin nur
wenig kondensiert, die Zelle 16st sich nicht in Vesikel auf, sondern schwillt an,
Zellbestandteile treten aus und induzieren lokal eine Entziindungsreaktion, die das
umliegende Gewebe schadigen kann.[4;5]

Die apoptotischen Koérperchen werden unter physiologischen Bedingungen schnell von

benachbarten Makrophagen und Parenchymzellen phagozytiert.[2;3;5] Geschieht dies nicht,
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geht nach einiger Zeit die Membranintegritdt verloren und es kommt sekundar zu
Nekrose.[3;5]

Zur Vollstreckung der Apoptose fuhren auf molekularbiologischer Ebene verschiedene
irreversible posttranslationale Proteinmodifikationen.[2] Von besonderer Bedeutung sind
hierbei kaskadenartig aktivierte Caspasen (Cysteinyl-aspartate specific proteases),
hochkonservierte Cysteinproteasen.[1;2] Sie spalten ihre Substrate proteolytisch an
spezifischen Stellen und aktivieren bzw. deaktivieren diese hiermit.[1;2] Durch einen
proapoptotischen Stimuli werden zunachst die Initiatorcaspasen-8 bzw. -9 aktiviert, welche
dann die Aktivierung der Effektorcaspasen-3, -6 und -7 einleiten.[1;2;6] Diese kénnen durch
Spaltung von weiteren zellularen Proteinen Reaktionen auslésen und Signalwege
stimulieren, die zum Gesamtbild der Apoptose beitragen.[2] Unter den Substraten sind
beispielsweise die flir die Bildung von Membranvesikeln verantwortliche Rho-associated
protein kinase (ROCK) 1, Proteine des Zytoskeletts wie Plektin und Aktin , aber auch DNA
reparierende und Chromatin modifizierende Enzyme, beispielsweise die Poly-[ADP-ribose]
Polymerase (PARP) wund inhibitorische Untereinheiten von Endonukleasen und
DNAsen.[1;2;7] Durch deren Modifikation wird der Zellzyklus angehalten, werden
interzellulare Kontakte gelost und DNA, Zellkern sowie Zytoplasma kondensiert und
fragmentiert.[1;2;7]

In Gang gesetzt werden kann die Apoptose auf extrinsischem oder intrinsischem Weg.[2] Das
Initialereignis des extrinsische Signalwegs ist die Aktivierung sogenannter , Todesrezeptoren”
(Death Receptors, DR), einer Unterfamilie der TNF-R (Tumor Necrosis Factor-Receptor)-
Superfamilie, deren Mitglieder sich durch den Besitz einer intrazelluldren ,Todesdomane”
(Death Domain, DD) auszeichnen.[2] Diese Domane ist fiir die Weiterleitung des
proapoptotischen Signals essentiell.[2] Bekannte Vertreter dieser Gruppe sind die TRAIL-
Rezeptoren (TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand-Receptor, TRAIL-R) 1 und 2, die auch als
DR4 und 5 bekannt sind, Fas (APO-1, CD95) und TNF-R1 (CD120a).[2] Die aktivierenden
Liganden sind aus drei identischen Untereinheiten aufgebaut und fiihren (ber
Oligomerisierung der Rezeptoren zu deren Aktivierung.[2;8] An die DD der Rezeptoren
bindet dann intrazellular die DD des Adaptermolekiils FADD (Fas-Associated protein with
Death Domain).[2;8] Es bildet sich der Todessignalkomplex (Death-Inducing Signaling
Complex, DISC).[2;8] Nun ist FADD in der Lage, lber Interaktion seiner Todeseffektordoméane
(Death Effektor Domain, DED) mit der DED der Procaspase-8, die Caspase an den DISC zu
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rekrutieren.[1;2;8] Da Caspasen, wenn auch nur schwach, standig proteolytisch aktiv sind,
scheint die hierdurch induzierte Nahe (induced proximity) eine trans-Prozessierung zu

ermoglichen, die in der Freisetzung der katalytisch wirksamen Initiatorcaspase-8 endet.[1;2]

e
.

\\\_ pa&@-@ TN

Procaspase-8

Abbildung (Abb.) 1: Einleitung des extrinsischen Signalwegs durch TRAIL {iber Formierung des DISC
Als Homotrimer flhrt TRAIL zur Trimerisierung seiner Rezeptoren.[9;10] An die intrazelluldre DD der
DR4 und 5 kann nun die DD von FADD unter Ausbildung des DISC binden.[2;10] Uber seine DED
rekrutiert FADD dann Molekiile der Procaspase-8 an den DISC, die sich daraufhin durch trans-

Prozessierung gegenseitig aktivieren.[1;2;10] DED) Death Effektor Domain, DD) Death Domain

Die DISC-induzierte Aktivierung der Caspase-8 reicht jedoch nur in manchen Zellen, den
Typ I-Zellen, fiir die Vollstreckung der Apoptose aus.[9] In Typ ll-Zellen ist eine Verstarkung
des apoptotischen Signals (ber den mitochondrialen, intrinsischen, Signalweg
notwendig.[2;9] Diese Verstarkung erfolgt primar durch Freisetzung von Cytochrom C und
anderen proapototischen Proteinen aus dem Mitochondrium ins Zytosol.[2;9] Im Zytosol
bindet Cytochrom C das dort vorhandene Apaf-1 (Apoptotic protease activating factor-1),

welches hierdurch aktiviert wird und die Procaspase-9 anlockt. [1;2] Procaspase-9 bindet mit
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ihrer CARD (Caspase Recruitment Domain), an die CARD-Adapter-Domane des Apaf-1 und es
bildet sich das Apoptosom.[1;2] Auch hier foérdert die induzierte Nahe eine trans-

Prozessierung, allerdings bleibt die aktive Initiatorkaspase-9 an Apaf-1 gebunden.[1;2]

Abb. 2: Einleitung des intrinsischen Wegs liber Freisetzung von Cytochrom C
Im Zytosol bindet Apaf-1 an Cytochrom C, wodurch dieses aktiviert wird und als Aggregationskeim fir

Prokaspase-9 Molekiile dient, die sich durch trans-Prozessierung gegenseitig aktivieren.[1]

Die Freisetzung von Molekilen aus dem Mitochondrium wird durch das Verhaltnis von anti-
und proapoptotischen Proteinen der Bcl-2 (B-cell CLL/ lymphoma 2)-Familie
kontrolliert.[1;2;6] An dieser Stelle ist auch eine Verbindung zwischen extrinsischem und
intrinsischem Signalweg zu finden, denn die extrinsisch aktivierte Caspase-8 ist in der Lage,
das Bcl-2 Molekiil Bid zu t-Bid zu spalten, welches ans Mitochondrium translozieren und dort
die proapoptotischen Bcl-Proteine Bax und Bak aktivieren kann.[9] Diese bilden dann mit
einem spannungsabhangigen Anionenkanal in der Mitochondriummembran eine
Transitionspore, durch die es mitochondrialen Substanzen wie Cytochrom C mdoglich ist, in
das Zytoplasma zu gelangen.[6] Daneben kann der intrinsische Weg auch durch viele andere
intra- und  extrazelluldre Stimuli eingeleitet werden, beispielsweise durch
Chemotherapeutika, DNA-Schaden, hohe Sauerstoffradikal-Level, viralen Infektionen,
ultraviolette  Strahlung, RoOntgenstrahlen oder spezielle  Verdnderungen des
Zytokinmilieus.[2;6]

AuBer den Bcl-2 Molekiilen sorgen viele weitere pro- und antiapoptotische Mechanismen
dafir, dass die Auslosung der Apoptose streng reguliert bleibt. Hierzu gehoren das mit
Caspase-8 um Bindungsstellen am DISC konkurrierende cFLIP (cytosolic FADD-Like

Interleukin-1[-converting enzyme inhibitory Protein) und spezielle Caspase hemmende



1 Einleitung 1.1 Apoptose und Zelltod

Proteine (IAPs, Inhibitor of Apoptosis Proteins).[2;4] Einige IAPs kdnnen durch das ebenfalls
aus dem Mitochondrium freigesetzte Molekiil Smac/DIABLO (Second mitochondria derived
activator of caspases/ direct IAP-binding protein with low pl) gebunden und inaktiviert

werden, was wiederum zu einer Erhéhung der Caspaseaktivitat fuhrt. [2;9]

TRAIL

[
- -

”y ~
' ) N
7//_,./7‘0 N/ BcI2” %
3 / Familie
| t-Bid

Y

Cytochrom C Smac/DIABLO

IAP

Apoptose

Abb. 3: Apoptoseinduktion auf extrinsischem Weg mit mitochondrialer Verstarkung

Auf dem extrinsischen Weg wird lber Formierung des DISC die Caspase-8 aktiviert, die Uber
Beeinflussung von Molekiilen der Bcl-2- Familie zur Freisetzung von mitochondrialen Proteinen wie
Cytochrom C in das Zytosol fiihrt.[9] Cytochrom C bindet zytosolisches Apaf-1, durch welches
wiederum die Initiatorcaspase-9 aktiviert wird.[9] Uber die Initiatorcaspasen werden kaskadenartig
die Effektorcaspasen und im Folgenden weitere Schliisselenzyme der Apoptose aktiviert.[1] Das
ebenfalls aus dem Mitochondrium heraus geschleuste Molekil Smac/DIABLO kann Caspase

hemmende IAPs inaktivierend binden und verstarkt somit indirekt die Caspaseaktivitat.[2;9]
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1.2 Die Rolle von TRAIL im menschlichen Korper

Der TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand (TRAIL) ist einer der Todesrezeptorliganden, die
in der Lage sind, die Apoptosekaskade Uber den extrinsischen Weg in Gang zu setzen.[11]
Wegen seiner hohen Homologie zu den Mitgliedern der TNF-Familie und dem Fas/Apo-1
Liganden wurde er zum ersten Mal 1995 als ,TRAIL“ und unabhangig davon 1996 als
»Apo-2 Ligand” entdeckt und bezeichnet.[12;13] Er wird als Typ Il-Membranprotein vor
allem von Zellen des Immunsystems, wie natirlichen Killerzellen (NK-Zellen), T-Zellen,
dendritischen Zellen, Monozyten und neutrophilen Granulozyten, aber auch anderen
Geweben exprimiert und durch Abspaltung freigesetzt.[9-11;13] TRAIL werden
immunsuppressive und immunregulatorische Funktionen, sowie eine wichtige Rolle bei der
NK- und T-Zell-vermittelten Abwehr von virusinfizierten und mutierten Zellen
zugeschrieben.[9-11] Schon in geringen Konzentrationen kann das Protein Apoptose in
transformierten Zellen verschiedensten Ursprungs, einschlieRlich Lunge, Mamma, Colon und
Prostata, induzieren, ohne dabei dem normalen Gewebe zu schaden.[12;14;15] Wegen
dieser selektiven zytotoxischen Wirkung, ohne bekannte relevante Nebenwirkungen, ist
TRAIL als potentielles Tumortherapeutikum ins Interessenfeld der Karzinomforschung
geriickt.[14;15]

TRAIL ist daneben in der Lage, weitere Signalwege zu induzieren.[11;16] Uber Aktivierung
der Protein Kinase B, von MAPKinasen (Mitogen-Activated Protein Kinases) oder des
Transkriptionsfaktors NFkB (Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells),
scheint TRAIL zelltypspezifisch Einfluss auf die Zytokinausschiittung, das Wachstum, die
Differenzierung, auf Invasion und Migration der Tumorzellen zu nehmen und hierdurch die
Tumorprogression zu hemmen, auf der anderen Seite aber auch progressionsfordernde

Effekte zu vermitteln.[11;16]

1.2.1 TRAIL-Rezeptoren

Im menschlichen Koérper sind fiinf Rezeptoren fir TRAIL bekannt, TRAIL-R1 bis 4 und
Osteoprotegerin (OPG).[11] Nur TRAIL-R1 (DR4) und 2 (KILLER, TRICK2, DR5) sind in Besitz
einer DD und koénnen nach ihrer Aktivierung das Signal zur Apoptoseinduktion

weiterleiten.[10;11]
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Die physiologische Rolle von TRAIL-R3 (LIT, TRID) und 4 (TRUNDD), die keine bzw. nur eine
verkiirzte intrazytoplasmatische Domdne besitzen, ist noch nicht abschlieRend
geklart.[10;11] Nach Uberexpressionsexperimenten wurde ihnen eine eher antiapoptotische
Funktion zugesprochen.[10;11] Hierzu existieren verschiedene Hypothesen.[10] Zum ersten
waren beide, wegen der hohen Homologie des extrazellularen Anteils aller TRAIL-
Rezeptoren, in der Lage, TRAIL zu binden und dadurch , wegzufangen”, weswegen sie als
,decoy“-Rezeptoren (DcR) 1 und 2 bezeichnet wurden.[10;11;17] Zum zweiten konnte
besonders DcR2 (TRAIL-R4) einerseits den DR5 unter TRAIL-Stimulation in einem nicht
funktionsfahigen Rezeptorkomplex binden und damit inaktivieren, andererseits die
Rekrutierung von DR4 an den sich formierenden DISC hemmen.[11;18] Zum dritten zeigte
sich DcR2 uber seine verkiirzte intrazellulaire Doméane zwar nicht in der Lage, Apoptose
einzuleiten, vermittelte aber andere TRAIL-Effekte, die der Apoptose entgegen wirken
kénnen.[10;11] In fast allen menschlichen Geweben waren die vier Rezeptoren auf
Transkriptionsebene nachzuweisen, wohingegen die Expression auf der Zelloberfliche vom
Zelltyp abzuhangen schien.[8;14]

Der funfte Rezeptor, OPG, ist ein l6sliches Protein, dessen primare Funktion wohl im
Knochenstoffwechsel bei der Entwicklung und Aktivierung von Osteoklasten liegt.[10;11] Da
es mit sehr viel hoherer Affinitdt seinen eigentlichen Liganden RANKL (Receptor Activator for
NFxB Ligand) band, scheint eine Interaktion mit TRAIL unter physiologischen Bedingungen

eher weniger von Bedeutung zu sein.[10;11]

1.2.2 TRAIL als Tumortherapeutikum

Um die Wirkungsweise von TRAIL zur Therapie von Karzinomen zu nutzen und zu optimieren,
wurden aktivierende monoklonale Rezeptorantikorper entwickelt, die sich zum einen langer
wirksam zeigten als der natirliche Ligand TRAIL, zum anderen speziell gegen DR4 und 5
gerichtet sind und so gezielter einsetzbar und in ihren Effekten besser berechenbar sein
sollen.[19] In vielen praklinischen Studien konnte eine gute und vielversprechende Wirkung
dieser DR-Agonisten nachgewiesen werden und auch erste klinische Ergebnisse wiesen in
eine positive Richtung.[20] In Phase-I-Studien zeigten sich die DR4- und DR5-Agonisten
Mapatumumab (HGS-ETR1) bzw. Lexatumumab (HGS-ETR2), entwickelt von Human Genom

Science (HGS, Rockville, Maryland, USA [Vereinigte Staaten von America]), flir den Einsatz als
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Monotherapeutika bei Patienten mit fortgeschrittenen soliden Tumoren gut
vertraglich.[8;20] Fur Mapatumumab wurden bereits Phase-lI-Studien bei stark
vorbehandelten Patienten mit Non-Hodgkin-Lymphom (NHL), kolorektalem Karzinom und
nicht-kleinzelligem  Bronchialkarzinom  (non-small-cell lung  carcinoma,  NSCLC)
abgeschlossen, in denen bei einem Teil der Patienten eine stable disease (kein
Krankheitsprogress), bei einigen NHL-Patienten sogar partielle oder komplette Remissionen
beobachtet wurden.[8;20]

Leider scheinen manche Tumorzellen, beispielsweise einige  Ovarial- und
Zervixkarzinomzelllinien, obwohl sie DR4 und/oder 5 exprimieren, resistent gegeniber
TRAIL-induzierter Apoptose zu sein.[19;21] Es wurde gezeigt, dass durch Applikation
verschiedener Chemotherapeutika, hierunter Taxane (Paclitaxel und Docetaxel), Platine,
Etoposid oder Doxorubicin, diese Resistenzen Uberwunden und die Wirkung von TRAIL
synergistisch verstarkt werden kann.[19;21-23] Bereits Konzentrationen von nur 10 nM
Paclitaxel bei Ovarialkarzinomzellen oder 1-2 nM Docetaxel bei Prostatakarzinomzellen
erhohten die Toxizitat von TRAIL signifikant.[23;24] Auch in klinischen Studien konnte sich
das Zusammenspiel von Chemotherapeutika und TRAIL bereits bewdhren. Die
Kombinationen von Mapatumumab mit Paclitaxel und Carboplatin oder mit Gemcitabin und
Cisplatin sowie Lexatumumab mit Gemcitabin oder Doxorubicin wurden in Phase-I-Studien
an Patienten mit verschiedenen fortgeschrittenen soliden Tumoren, darunter NSCLC,
Karzinome unbekannten primaren Ursprungs (Cancer of unknown primary origin, CUP),
Pankreas- und Gallengangskarzinomen, generell gut vertragen.[8;20] Teilweise konnten
hierbei stable diseases und sogar partielle Remissionen beobachtet werden.[8;20]

Um diesen synergistischen Effekt einer Kombinationstherapie effizient nutzen zu kdnnen,
erscheint es sinnvoll, mehr tUber die Mechanismen zu wissen, welche die Sensibilitat fir
TRAIL regulieren.[21] Eine mogliche Schllsselstelle konnte auf Ebene der Rezeptorexpression
zu finden sein. So fihrten 500 nM Paclitaxel oder 100 nM  Docetaxel bei
Prostatakarzinomzellen sowie 100 uM Etoposid in embryonalen Nierenkarzinomzellen zu
einer signifikant erhohten Expression von DR4 und 5 und einer Verstarkung der durch TRAIL

induzierten Apoptose.[22;25]
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1.3 Docetaxel

Das Chemotherapeutikum Docetaxel (Taxotere®) wurde 1995 in Europa zum ersten Mal
zugelassen und wird heute primar, zumeist in Kombination mit anderen Chemotherapeutika,
zur intravendsen Therapie bei Patienten mit fortgeschrittenen und metastasierten
Karzinomen der Brust, der Prostata, des Magens, bei inoperablen NSCLC sowie bei lokal
fortgeschrittenen  Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs (SCCHN)
eingesetzt.[26] Halbsynthetisch durch Veresterung des aus der Rinde der europaischen Eibe
gewonnenen 10-Deacetyl-Baccatin Il hergestellt, ist es als starker wirksames Analogon von
Paclitaxel, dem Prototyp der Taxane, bekannt.[27-29]

Als Hauptwirkmechanismus von Taxanen wird die Apoptoseinduktion angesehen.[27;30]
Durch Bindung an die B—Untereinheit des Tubulins kdnnen Taxane die Dynamik der
Mikrotubuli beeinflussen.[30] Schon unter geringen Konzentrationen kam es zur Hemmung
des Spindelapparates und zum Arrest des Zellzyklus wihrend der Mitose (M) am Ubergang
der Meta- in die Anaphase, bezeichnet als G2/M-Arrest.[27;30;31] Unter héheren Dosen
schienen alle Mikrotubuli unabhangig davon, in welcher Phase des Zyklus sich die Zelle
befand, in polymerisierter Form stabilisiert zu werden.[31-33] In beiden Fallen gingen Zellen
letztlich durch Apoptose oder Nekrose zu Grunde, wobei der jeweilige Anteil vom Zelltyp
und der verwendeten Konzentration abhing.[27;30;31] Unter 10 nM Paclitaxel war
beispielsweise in der Zervixkarzinomzelllinie Hela Apoptose zu beobachten, in
Mammakarzinomzelllinien unter Stimulation mit geringen Konzentrationen von 2-4 nM
Docetaxel wenig aber dafir vorwiegend nekrotischer, unter 100 nM Docetaxel vorwiegend
apoptotischer Zelltod.[30;32] Eine andere Forschergruppe wies fiir Mammakarzinomzellen
unter 5-50 nM Paclitaxel vorwiegend Apoptose, unter 2,5-50 uM Paclitaxel Nekrose
nach.[31]

Bei der Vollstreckung der Apoptose spielen anscheinend verschiede Signalwege eine Rolle,
wobei sich in verschieden Zelltypen unterschiedliche Signalwege essentiell zeigten.[29]
Neben der p38 MAPK- und dem Extracellular signal-Regulated Kinase (ERK)-MAPK-
Signalweg, wurde haufig die Aktivierung der c-Jun N-terminal Kinase (cJNK) erwahnt, die zur
Aktivierung des intrinsischen Signalwegs beitrug, vermutlich durch Phosphorylierung von

Bcl-2-Molekiilen.[29;33-35]
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Abb. 4: Wirkmechanismen von Docetaxel

Unter Docetaxel kam es zur Aktivierung von Signalwegen und zur Behinderung der
Mikrotubulidynamik, wodurch der Spindelapparat gehemmt und unter héheren Konzentrationen
eine Stabilisierung der Mikrotubuli in polymerisiertem Zustand bewirkt wurde.[29;31;33] Am Ende

gingen Zelle durch Apoptose oder Nekrose zugrunde.[27;30;31]
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1.4 Chemokinsekretion unter TRAIL und Docetaxel

Es ist bekannt, dass sowohl TRAIL als auch Taxane neben ihrer klassischen zytotoxischen
Wirkung, die Expression von Zytokinen durch Tumorzellen verdandern und hierdurch unter
anderem zur Apoptoseresistenz beitragen koénnen. In Ovarial-, Brust-, Prostata-,
Pankreaskarzinomzellen und anderen Tumoren verstarkte TRAIL die Expression von
Interleukin-8 (IL-8, CXCL8), teilweise auch MCP-1 (Monocyte Chemotactic protein-1, CCL2)
und RANTES (Regulated upon Activation, normal T-cell Expressed and Secreted,
CCL5).[16;36;37] Eine Stimulation von IL-8 durch Taxane konnte beispielsweise fur Ovarial-
und Kolonkarzinomzellen nachgewiesen werden.[38] IL-8 fiihrte in Prostatakarzinomzellen
zu einer erhohten Expression von cFLIP, in Brustkarzinomzellen zu einer verminderten
Expression der TRAIL-Rezeptoren, vor allem des DR4.[36;39] Hierunter waren die Zellen
weniger sensibel fir TRAIL, und auch fiir Chemotherapeutika wie Docetaxel.[36;39] Dies
konnte ein Mechanismus der Karzinome sein, die natlirliche Immunantwort in vivo zu
umgehen, denn auch NK-Zellen nutzen TRAIL und den Todesrezeptor-Signalweg um

Tumorzellen zu eliminieren.[40]

/ o \
l

/\ -8 ——— Aﬁroptose

TRAIL

Abb. 5: Moégliches Zusammenspiel von Taxanen, TRAIL und Chemokinen
TRAIL und Taxane sind in der Lage, die Sekretion des Chemokins IL-8 durch die Tumorzelle zu

induzieren, welches wiederum der Apoptoseinduktion entgegen wirken kann.[16;36;41]

Dariber hinaus generiert und modifiziert der Tumor durch Sekretion von Chemokinen,
Entziindungszellen anlockenden Zytokinen, sein Mikromilieu.[42] Eine leichte Entziindung ist

in der Umgebung der meisten Tumoren vorhanden und scheinbar essentiell fir dessen
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Entwicklung.[42] Durch Interaktion der Tumorzellen mit Fibroblasten, Endothelzellen und
Entziindungszellen werden (iber Chemokine und Wachstumsfaktoren die notwendigen
Eigenschaften fir malignes Wachstum geschaffen und unterstiitzt.[42;43] Hierzu gehoren,
wie teilweise schon erwdhnt, eigenstandiges und unbegrenztes Wachstum auch bei
negativen Wachstumssignalen, Resistenz gegenliber apoptotischen Signalen, die
Fahigkeiten, das Immunsystem zu unterwandern, fiir eine ausreichende Vaskularisierung zu
sorgen, sowie invasiv wachsen zu kénnen.[43]

Generell wird eine verstarkte Expression von Chemokinen, insbesondere IL-8, MCP-1 und
RANTES, mit einem erhohten malignen Potential in Verbindung gebracht.[43;44]

Neben der Apoptose hemmenden Wirkung, war IL-8 wichtig flir die Proliferation von
Melanomen und Prostatakarzinomen sowie fir die Neovaskularisation in vielen
neoplastischen Geweben wie Lunge, Mamma und Prostata.[43;45;46] Eine Rolle bei der
Metastasierung  von  NSCLC und Endometriumkarzinomen wurde ebenfalls
beschrieben.[44;46]

Auch RANTES und MCP-1 zeigten sich bei Proliferation, Migration und Invasion von
Tumorzellen, unter anderem von Prostata- und Brustkarzinomzellen, von Bedeutung.[43]
Beide Zytokine regten Makrophagen und Monozyten zur Produktion von
Matrixmetalloproteinasen (MMP) bzw. proangiogenetischen Faktoren an und unterstitzen
so letztlich die Migration der Tumorzellen und die Neubildung von GefalRen.[43] Die Effekte
von MCP-1 und RANTES auf Karzinome scheinen jedoch vor allem durch die chemotaktische
Wirkung auf T-Zellen und Makrophagen im inflammatorischen Kontext gepragt, wodurch

zum einen, wie schon beschrieben, die Tumorprogression unterstiitzt werden kann.[43]
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Abb. 6: Karzinogenese im inflammatorischen Kontext

Zum anderen kann sich eine starke Immunantwort auch gegen den Tumor richten, dessen
Proliferation hemmen und sogar zur Regression flihren, wie beispielsweise (bspw.) bei
Ovarialkarzinomen.[43;47]

Sicher ist, dass Zytokine besonders in vivo eine bedeutende Rolle in der Tumorentwicklung
spielen kdnnen und Veranderungen der Freisetzung unter Stimulation beobachtet und auf

ihre Bedeutung untersucht werden sollten.
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1.5 Das Endometriumkarzinom

Eine von 47 Frauen entwickelt laut Statistiken des Robert Koch-Instituts in ihrem Leben ein
Karzinom des Uterus, eine von 200 verstirbt daran.[48] Die meisten Karzinome des Uterus
gehen vom Endometrium, der Gebarmutterschleimhaut, aus und stellen die vierthaufigste
Krebserkrankung der Frau dar, mit rund 11.460 Neuerkrankungen jahrlich.[48] Das mittlere
Erkrankungsalter liegt bei 69 Jahren, jedoch zdhlen auch pramenopausale Frauen zu den
Betroffenen.[48]

Histologisch unterscheidet man Typl| und Typll Karzinome, basierend auf einem

Klassifikationsansatz nach Bokhman aus dem Jahre 1983.[49]

1.5.1 Typ | Karzinome

Mehr als 75 % aller Endometriumkarzinome sind endometrioide Typ | Karzinome, aber auch
Plattenepithelkarzinome und muzinése Adenokarzinome fallen in diese Kategorie.[50]

Sie entstehen zumeist auf dem Boden einer Endometriumhyperplasie, die nach der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organisation, WHO) als einfach oder komplex,
mit oder ohne Atypien beschrieben wird.[50] Eine atypische komplexe Hyperplasie zeigte
dabei mit 30 % das hochste Entartungsrisiko.[50] Der histologische Differenzierungsgrad
wird in drei Stufen, G1 bis G3, angegeben.[50]

Als Risikofaktoren fiir die Entstehung eines endometrioiden Karzinoms gelten, neben
Adipositas und Bewegungsmangel, langjihrige und nicht antagonisierte Ostrogeneinfliisse,
hervorgerufen zum Beispiel (z.B.) durch eine friihe Menarche, spate Menopause,
Nulliparitat, Erkrankungen der Eierstocke oder durch die Einnahme &strogenhaltiger
Praparate.[48;50;51] Der mogliche Entwicklungsmechanismus wird so beschrieben: Unter
Ostrogeniiberschuss proliferiert das Endometrium verstirkt und wird hyperplastisch.[50]
Kommt es zu Mutationen, betroffen zeigten sich hierbei zundachst mehrheitlich das K-
ras-Protoonkogen und das PTEN-Tumorsuppressorgen, entwickeln sich Atypien und nach
Defekten im Mismatch-Repair-System entsteht ein gut differenziertes endometrioides
Endometriumkarzinom (G1).[50] Weitere Mutationen, haufig im p53-Tumorsuppressorgen,
bedingen die weitere Entdifferenzierung mit Verlust von Ostrogen- und

Progesteronrezeptoren.[50] Frauen mit hereditirem nicht-polypdsem kolorektalem
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Karzinom (HNPCC, auch genannt Lynch-Syndrom) sind pradisponiert ein Typ | Karzinom zu

entwickeln.[50]

1.5.2 Typ ll Karzinome

Typ Il Karzinome, hierunter sind vor allem serdse und klarzellige Endometriumkarzinome zu
finden, entwickeln sich zumeist auf Basis eines atrophen Endometriums.[50] Mit einem
Anteil von 10 bis 20 % an allen Endometriumkarzinomen sind sie weniger haufig, weisen
jedoch ein wesentlich aggressiveres Verhalten mit frihzeitiger Metastasierung auf und
exprimieren keine Hormonrezeptoren.[50;52] Zum Uberwiegenden Teil waren Mutationen
im p53-Tumorsuppressorgen nachzuweisen.[50;51] Als Risikofaktoren fiir die Entstehung des

Typ Il Karzinoms gelten hohes Alter und Strahlenexposition.[50;53]

1.5.3 Prognose und Therapie

Die Basistherapie besteht, abhangig vom Tumorstadium, zumeist aus der Hysterektomie mit
Adnexexstirpation sowie pelviner und paraaortaler Lymphonodektomie.[54] Zur addquaten
Therapieplanung und Prognoseeinschatzung wird der Tumor nach der Fédération
Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique (FIGO), siehe Tabelle 1 (Tab. 1), in Stadien
eingeteilt.[54;55] Diese orientieren sich an der TNM-Klassifikation und somit an klinischen
und pathologischen Aspekten der Tumorausbreitung (T), des Lymphknotenbefalls (N) und

dem Vorhandensein von Fernmetastasen (M).[54;55]

TaB. 1: TNM/FIGO-Klassifikation des Endometriumkarzinoms, 2010 [55]

TNM- FIGO- Definition

Kategorien Stadien

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 kein Anhalt fir Prim&rtumor

Tis a Carcinoma in situ

T1 I Tumor begrenzt auf Corpus uteri

T1a 1A Tumor begrenzt auf das Endometrium oder infiltriert weniger als die
Halfte des Myometriums

T1b B Tumor infiltriert die Halfte oder mehr des Myometriums

T2 Il Tumor infiltriert das Stroma der Cervix uteri, breitet sich aber nicht
jenseits des Uterus aus

T3 und/oder | llI lokale und/oder regiondre Ausbreitung, wie nachfolgend

N1 beschrieben

T3a A Tumor beféllt Serosa des Corpus uteri und/oder der Adnexe
(direkte Ausbreitung oder Metastasen)
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T3b B Vaginalbefall und/oder Befall der Parametrien (direkte Ausbreitung
oder Metastasen)

T3c oder N1 | IlIC Metastasen in Becken- und/oder paraaortalen Lymphknoten

T3c1 HCH Metastasen in Beckenlymphknoten

T3c2  oder | llIC2 Metastasen in paraaortalen Lymphknoten mit/ohne Metastasen in

N2 Beckenlymphknoten

T4 v Tumor infiltriert Blasen- und/oder Darmschleimhaut

N — Regionére Lymphknoten

NX regiondre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO keine regiondren Lymphknotenmetastasen
N1 regiondre Lymphknotenmetastasen

M - Fernmetas

tasen

MO

keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen (ausgenommen Metastasen in der Vagina, der
Beckenserosa oder den Adnexen, einschlieBlich Metastasen in inguinalen
Lymphknoten und/oder Metastasen in anderen intraabdominalen
Lymphknoten als den paraaortalen und/oder Beckenlymphknoten)

Eine konservative fertilitdtserhaltende endokrine Therapie ist nach derzeitigem Standard nur
bei gut differenziertem endometrioiden Endometriumkarzinom im vermuteten Stadium IA
ohne Infiltration des Myometriums und dringendem Kinderwunsch anzuraten, wobei eine
engmaschige Beobachtung wegen des hohen Rezidiv- und Progressionsrisikos erfolgen
muss.[54]

Die meisten Tumore werden aufgrund der klinischen Symptomatik, zumeist treten
postmenopausale Blutungen auf, in friihen Stadien entdeckt.[50] In diesen Fallen stellt die
Basistherapie eine erfolgversprechende Behandlungsoption dar, worunter bspw. die
Flinfjahresiiberlebensrate von Patientinnen mit Tumoren im Stadium IA bei rund 90 %
lag.[6;52] Bei Patientinnen im Stadium IB (friiher IC) und mit schlecht differenzierten G3
Karzinomen lagen die Flinfjahresiiberlebensraten zwischen 66 und 83,4 % , im Stadium 1lIC
noch zwischen 28,3 und 62 %, bei wiederkehrendem Adenokarzinom im Stadium Il und IV
Uberlebten jedoch lediglich noch 7,7 % der Patientinnen![6;52;55;56] Eine adjuvante Chemo-
oder Strahlentherapie scheint sich positiv auf das progressionsfreie Intervall und teilweise
auf die Gesamtilberlebenszeit auszuwirken, wobei sich die Chemotherapie als etwas
effektiver erwies. [52;56;57] Besonders bei rekurrentem Endometriumkarzinom im Stadium
Il und IV werden verschiedene Chemotherapeutika eingesetzt, v.a. Doxorubicin, Platine und
Taxane, wobei sich eine Kombination verschiedener Chemotherapeutika wirkungsvoller als
eine Monotherapie zeigte.[52;58] Auch bei den sehr schwierig zu behandelnden
Typ Il Karzinomen konnte unter einer kombinierten Chemotherapie eine Verlangerung des
progressionsfreien Intervalls nachgewiesen werden.[52;59] Die Anwendbarkeit der

adjuvanten systemischen Chemotherapie wird allerdings durch die hohe Toxizitat fir den
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Gesamtorganismus, die Nebenwirkungen sowie die schnellen Entstehung von Resistenzen
stark eingeschrankt. [6;53]

Vor diesem Hintergrund muss nach neuen Therapien und Ansatzen gesucht werden, um die
Prognose von Patienten mit  fortgeschrittenem und hoher malignem
Endometriumkarzinomen zu verbessern. Ein Ansatz ware, die selektiv zytotoxische
Wirkungen von TRAIL oder TRAIL-Rezeptor aktivierenden Antikdrpern auch fiir die Therapie
von Endometriumkarzinomen zu nutzen. Hierzu ist in der Literatur nur wenig beschrieben.
Fir die Endometriumkarzinomzelllinien HEC-1-A  und Ishikawa wurden unter
Konzentrationen von 100 bzw. 200 ng/ml TRAIL Zeichen von Apoptoseinduktion beobachtet,
in Primarkulturen von Endometriumepithelzellen zeigten sich diese, wie erwartet, nicht.[14]
Da jedoch nur ein geringer vitalitaitsmindernder Effekt zu beobachten war, stellt sich
gleichzeitig die Frage nach moglichen Stoffen, die die zytotoxische Wirkung von TRAIL in

Endometriumkarzinomzellen verstarken.[14]
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1.6 Fragestellungen dieser Arbeit

Sind verschiedene Endometriumkarzinomzelllinien fir TRAIL-induzierte Apoptose
sensibel?

Kénnen niedrige Konzentrationen des Chemotherapeutikums Docetaxel die
Endometriumkarzinomzellen fir TRAIL-induzierte Apoptose sensibilisieren bzw. ist
die zytotoxische Wirkung unter Ko-Stimulation groRer als die unter Monotherapie?
Falls ja: Ist eine Veranderung des TRAIL-Rezeptorprofils durch Docetaxel als
moglicher Mechanismus im Sinne einer Sensibilisierung zu beobachten und ergibt
sich aus der Expression der Rezeptoren an sich ein Anhalt fir die Sensibilitat
gegeniber TRAIL?

Lasst sich aus der Chemokinfreisetzung der Zellen selbst eine Verbindung zur
Sensibilitdt gegeniber TRAIL herstellen und verandert eine Stimulation mit TRAIL
bzw. Docetaxel oder beiden Substanzen in Kombination das Sekretionsmuster der

Endometriumkarzinomzellen?
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2 Materialen und Methoden

2.1 Materialien und Gerate

2.1.1 Laborgerate, Laborzubehor, Verbrauchsmaterialien, Chemikalien

TAB. 2: LABORGERATE

Gerat
Analysewaage

Produktnummer/-details

MC1 Analytic AC 210P

Hersteller

Sartorius, Hannover, Deutschland
(D)

Autoklav

MLS 375V

Sanyo, Bad Nenndorf, D

CO; - Inkubator

CytoGROW GLP, Series
C02, MCO-18 AIC

Sanyo, Bad Nenndorf, D

Durchflusszytometer

FACSCanto™

BD Bioscienences, Heidelberg, D

Durchflusszytometer-Lader

FACS Loader

BD Bioscienences, Heidelberg, D

Einfrierhilfe

Mr. Frosti™ Cryo 1 °C

Freezing Container, 5100-

0001

Nalgene/ Thermo Fischer
Scientific, Langenselbold, D

Fluoreszenz-Mikroplatten-
Leser

FLUOstar OPTIMA

BMG Labtech GmbH, Ortenberg,
D

Handdispenser

Multipipette®plus

Eppendorf, Hamburg, D

Inkubationsbad

Inkubations/
Inaktivierungsbad 1003

GFL GmbH, Burgwedel, D

Invers- Mikroskop

T™MS

Nikon, Japan

Kiihlsystem 4 °C Premiere VKS 25046 Premiere Hausgeratete GmbH,
Ascheberg, D
Kiihlschrank -20 °C GS 35023 CINEX Electronic GmbH,

Ascheberg, D

Kiihlschrank -20 °C

Biomedical freezer

Sanyo, Bad Nenndorf, D

Kiihlschrank -80 °C

VIP™ Series - 86°C

Sanyo, Bad Nenndorf, D

Magnetriihrer

Yellowline, MSH basic,
01.618523

IKA® -Werke GmbH & Co.KG,
Staufen, D

Mehrkanalpipetten

Research 100 pl, 300 pl

Eppendorf, Hamburg, D

Messzyliner und —kolben

verschiedene GréfRRen

DURAN Group GmbH,
Wertheim/Main, D

Mikroplattenwaschgerit

Asys Atlantis,
G0O21101

Biochrom AG, Berlin, D

Pipetten, adjustierbar

Research 10 pl, 20 pl,
100 pl, 200 pl, 1000 pl,
5000 pl

Eppendorf, Hamburg, D

Pipettierhilfe

Pipetus®Accu

Hirschmann Laborgerate GmbH &
Co.KG, Eberstadt, D

Pipettierhilfe

accu-jet®pro

BRAND GmbH + Co.KG
Wertheim, D

Reinstwassersystem

Synergy

Merck KGaA, Darmstadt, D

Schiittelinkubator

Polymax 1040

Heidolph Instruments GmbH &
Co. KG, Schwabach, D

Schiittelinkubator

KS-TH15 control

Edmund Bihler GmbH,
Hechingen, D
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Sterilbank

HERAsafe KS9

Thermo Electron Corperation,
Waltham, USA

Stickstofftank mit 4
Einhéngegestellen

ARPEGE 70

Air Liquide, DUsseldorf, D

Vortex-Reagenzglasmischer

Vortex Mixer 72020

neolLab Migge Laborbedarf-
Vertriebs GmbH, Heidelberg, D

Zéhlkammer Neubauer LO-Laboroptik Ltd, Lancing,
GroBbritannien

Zentrifuge Rotilabo®-Mini-Zentrifuge Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, D

Zentrifuge 5415R Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge 5810 R Eppendorf, Hamburg, D

Zentrifuge Universal 32 R Hettich GmbH & Co.KG,
Tuttlingen, D

TAB. 3 LABORZUBEHOR/ VERBRAUCHSMATERIALIEN

Produkt Artikelnummer Hersteller

Abdeckfolie fiir ELISA-Platten,
SealPlate®

100-SEAL-PLT 676 070

Excel Scientific, Victorville, USA

Direktverdrangerspitzen, 0030 069.447/.455/.463 Eppendorf, Hamburg, D

Combitips plus®, Biopur

(2,5 ml/ 5 ml/ 10 ml) (steril)

Direkverdrangerspitzen, 0030 069.242/.250/.269 Eppendorf, Hamburg, D

Combitips plus®, Standard

(2,5 ml/ 5 ml/ 10 ml)

Einfrierrohrchen, 2 ml mit 126263 Greiner Bio One GmbH,

AuBengewinde, Cryo.s™ Frickenhausen, D

Einfrierbox fiir K585.1 Carl Roth GmbH & Co.,

Einfrierrohrchen, Rotilabo® Karlsruhe, D

Cryoboxen

Einfrierbox fiir P895.3 Carl Roth GmbH & Co.,

ReaktionsgefaBe aus Karton, Karlsruhe, D

Rotilabo® Cryoboxen

ELISA-Platte (8-well [Loch]- DY990 R&D Systems GmbH,

Streifen und Rahmen), Wiesbaden-Nordenstadt, D

Microplate clear, Costar

FACS-Clear 340345 BD Bioscienences, Heidelberg

FACS-Flow 20 | 342003 BD Bioscienences, Heidelberg

FACS-Shutdown 5 | 334224 BD Bioscienences, Heidelberg

FACS-Réhchen 352052 BD Bioscienences, Heidelberg

Falcon-Roéhrchen 50 mli 352070 BD Bioscienences, Heidelberg, D

Falcon-Réhrchen 15 mi 62554502 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D

Haemacytometer-Deckglaser BAA26402223 Armin Baack, Bedarf und Technik

20 x 26 mm fir Labor und Medizin, Schwerin,
D

Multiwell™24well 353047 BD Biosciences, Heidelberg, D

48er Multiwellplatte, Cellstar 677180 Greiner Bio One GmbH,
Frickenhausen, D

96er Multiwellplatte, 167008 nunc/Thermo Fisher Scientific,

Nunclon™surface

Waltham, USA

Pipettenspitzen mit Filter
(10 pl, 100 pl)

7200711, 780102

Biozym Scientific GmbH,
Hessisch Oldendorf, D

Pipettenspitzen 200 pl

70.760.002

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, D

Pipettenspitzen 1000 pl, 5000 pl

0030000-919, 0030000.978

Eppendorf, Hamburg, D
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Reaktionsgefa 2 mi

0030123344

Eppendorf, Hamburg, D

ReaktionsgefaB 1,5 mi

72.690001

Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D

serologische Pipetten (5 ml,
10 ml, 25 ml)

86.1253.001, 86.1254.001,
86.1685.001

Sarstedt AG & Co, Niimbrecht, D

Stegeinsatz fiir Einfrierboxen P900.2 Carl Roth GmbH & Co.,
Karlsruhe, D

96er U-Boden-Zellkulturplatte 650180 Greiner Bio One GmbH,

Cellstar Frickenhausen, D

Untersuchungshandschuhe 9421509 Paul Hartmann AG, Heidelberg, D

Peha-soft®

Untersuchungshandschuhe 700112 Ansell, Briissel, Belgien

Nitra-Tex®

Vernichtungsbeutel 861.197 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D

75 cm? Zellkulturflaschen 831813002 Sarstedt AG & Co, Nimbrecht, D

TAB. 4: CHEMIKALIEN

Produkt Artikelnummer Hersteller

Accutase L11-007 PAA, Pasching, Osterreich

Bovines Serum Albumin (BSA) A7030-10G Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, D

Dimethyl sulfoxide (DMSO) D5879 /D2438 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, D

DMEM-F12 (Dulbecco’s 11039-054 Life Technologies Corporation,

Modified Eagle Carlsbad, Kalifornien, USA

Medium1:1Nutrient Mixture F-

12, ohne Phenol-Rot

Ethanol 70 % 22.461.000 Th.Geyer GmbH & Co. KG,
Renningen, D

Fetales Kalberserum (FCS) S0115 Biochrom AG, Berlin, D

Gentamicin 80 mg/2mI SFje5 100325 Ratiopharm GmbH, Ulm, D

Ampullen

Handedesinfektionsmittel,

Zulassungsnummer

BODE Chemie GmbH, Hamburg,

Sterillium® 71526.00.00 D

Insulin Actrapid Penfill, Novo Nordisk Pharma GmbH,

100 internationale Einheiten Mainz, D

(LLE.)/ml

Isopropylalkohol AE73.1 Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, D

McCoy‘s 5A Medium modified 26600-080 Life Technologies Corporation,
Carlsbad, Kalifornien, USA

Minimal Essential Medium FG 0325 Biochrom AG, Berlin, D

(MEM) mit Earle's Salzen

Phosphate Buffered Saline L 1825 Biochrom AG, Berlin, D

PBS)

PBS 18912-014 Life Technologies Corporation,
Carlsbad, Kalifornien, USA

PBS Dulbecco Instand 9,55 g/l L 182-50 Biochrom AG, Berlin, D

Propidiumiodid (PI) P4170 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, D

RPMI 1640 11879 Life Technologies Corporation,
Carlsbad, Kalifornien, USA

RPMI 1640 FG1215 Biochrom AG, Berlin, D

Schwefelsaure 17025 Fluka/Sigma-Aldrich, Minchen, D

tri-Natriumcirat-Dihydrat 3580.1 Carl Roth GmbH & Co.KG,

Karlsruhe, D
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Triton®100 X 066K0089 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, D
Trypan Blue-Lésung 0,4 % T8154 Sigma-Aldrich Chemie GmbH,

Miinchen, D

Trypsin-EDTA 0,25 %, 100 ml, 25200-056, 25200-072
500 ml

Life Technologies Corporation,
Carlsbad, Kalifornien, USA

TWEEN® 20 P1379

Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Minchen, D

TAB. 5 ZUSAMMENSETZUNG VON PUFFERN UND LOSUNGEN

FACS-Puffer 2 % FCS in PBS

Waschpuffer 0,05 % TWEEN® in PBS

Reagent Diluent 1 % BSA in PBS

Assay Buffer 0,5 % BSA in Waschpuffer

Lysepuffer 0,1 % Na-Citrat, 0,1 % Triton-X-100 in destilliertem H,O (ddH,0)
Schwefelsaure 2 N angesetzt mit ddH20

2.1.2 molekularbiologische Reagenzien und Stimuli

TAB. 6: STIMULI

Produkt Artikelnummer Hersteller

Docetaxel (Taxotere®) CAS-Nummer: 114977-28-5 Sanofi-aventis, Frankfurt a.M.,
D

Staurosporin solution S6942-200UL Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen, D

TRAIL, soluble (human, ALX-522-003-C010 Enzo Life Sciences GmbH,

recombinant) Lérrach, D

TAB. 7: ASSAYS

‘Produkt ~ Artikelnummer ~ Hersteler

CellTiter-Blue® Cell Viability G8080
Assay

Hersteller
Promega GmbH, Mannheim,D

Module Set ELISA human IL-8 BMS204/ SMST

eBiosience GmbH, Frankfurt a.M.,
D

DuoSet ELISA kit human DY278 R&D Systems GmbH,
CCL5/RANTES Wiesbaden-Nordenstadt, D
DuoSet ELISA kit human DY279 R&D Systems GmbH,
CCL2/MCP-1 Wiesbaden-Nordenstadt, D
Substrate Reagent Pack DY999 R&D Systems GmbH,

Wiesbaden-Nordenstadt, D

Streptavidin-HRP (horseradish  DY998
peroxidase)

R&D Systems GmbH,
Wiesbaden-Nordenstadt, D

TAB. 8: ANTIKORPER

Produkt Artikelnummer Hersteller

Alexa Fluor® 647 goat anti- A-21235 Life Technologies Corporation,
mouse IgG Carlsbad, Kalifornien, USA
Mouse IgG, ¥ 555746 BD Biosciences, Heidelberg, D
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TRAIL-R1 monoclonal Antibody
(mAb) (human, HS101)

ALX-804-297A-C100

Enzo Life Sciences GmbH,
Loérrach, D

TRAIL-R2 mAb (human, HS 201)

ALX-804-298A-C100

Enzo Life Sciences GmbH,
Loérrach, D

TRAIL-R3 mAb (human, HS 301)

ALX-804-344A-C100

Enzo Life Sciences GmbH,
Loérrach, D

TRAIL-R4 mAb (human, HS 402)

ALX-804-299A-C100

Enzo Life Sciences GmbH,
Loérrach, D
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2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien

Die Experimente der Arbeit wurden an finf adhdrenten endometrialen
Adenokarzinomzelllinien von unterschiedlichem Differenzierungsgrad durchgefiihrt:
HEC-1-A, AN3 CA, RL95-2, KLE und ECC-1. Alle wurden von der American Type Culture
Collection (ATCC, Manassas, Virginia, USA) erworben und durch uns in unserem Labor
etabliert.

AN3 CA (ATCC®-HTB-111) stammte aus dem undifferenzierten, metastasierten
endometrialen Adenokarzinom einer 55-jdhrigen Patientin.[60;61] Bei KLE (ATCC®-CRL-
1622) handelte es sich um eine wenig differenzierte Adenokarzinomzelllinie, isoliert aus dem
Endometriumkarzinom einer 64-jahrigen Patientin.[60;61] HEC-1-A (ATCC®-HTB-112) und
RL95-2 (ATCC®-CRL-1671) waren mittelgradig differenzierte Adenokarzinomzelllinien.[60]
HEC-1-A wurde 1968 von H. Kuramoto et alii (et al.) aus einem Stadium IA-
Endometriumkarzinom einer 71-jahrigen Patientin isoliert.[61] RL95-2 stammte aus dem
adenosquamosen Karzinom des Uterus einer 65-jahrigen Patientin und besall einen
positiven Ostrogenrezeptorstatus.[60;61] Die Zelllinie ECC-1 (ATCC®-CRL-2923) wurde von
Satyaswaroop et al. entwickelt, der ein gut differenziertes endometriales Adenokarzinom in
Nacktméause Uberfiihrte.[61;62] Die Zellen exprimierten Ostrogen-, Progesteron- und

Androgenrezeptoren und dhnelten luminalem Epithel.[61;63]

2.2.2 Zellkultur, Subkultivierung und Stimulationen

Die Zellkultur und Subkultivierung erfolgte unter sterilen Standardbedingungen. Kultiviert
wurden die Zellen in 75 cm?-Zellkulturflaschen in je 10 ml Zellkulturmedium im Inkubator bei
37 °C und 5% CO,. Dem jeweiligen in Tab. 9 aufgelisteten Medium wurden immer 10 %
fetales Kalberserum (FCS) und 50 pg/ml Gentamicin zugesetzt, fir RL95-2 zusatzlich 5 pg/ml
Insulin, was im Folgenden daher nicht mehr extra erwdhnt werden wird. Ein Austausch des
Mediums fand bei ECC-1 nach zumeist drei Tagen statt, durch Abschiitten des alten und
Zugeben von frischem Medium. Eine Passagierung erfolgte bei allen Zelllinien je nach

Konfluenz im Abstand von flnf bis sieben Tagen im in Tab. 9 angegebenen Verhaltnis. Dazu
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wurde nach Abschiitten des Mediums der Zellrasen mit 10 ml PBS unter leichtem Schwenken
gewaschen, um grobe Reste des Mediums zu entfernen. Nach Abschiitten des PBS wurden
die Zellen durch Zugabe von 2 ml Trypsin-EDTA enzymatisch vom Flaschenboden geldst.
Nach zehnmintiger Inkubation bei 37 °C erfolgte das Abstoppen der Reaktion mit Trypsin-
Stop-Losung, bestehend aus 2 % FCS in PBS. Der Flascheninhalt wurde mittels serologischer
Pipette in 50 ml-Falcon-Réhrchen Gberfiihrt und bei 804 Umdrehungen pro Minute (rpm) fir
zehn Minuten zentrifugiert. Nach Abschiitten des Uberstands I6ste man das Zellpellet in
frischem Medium.

Es fanden maximal 20 Passagierungen statt. Zellen friiher Passagen wurden kryokonserviert
aufbewahrt und bei Bedarf kultiviert. Fiir die Konservierung wurden ungefahr zwei Millionen
Zellen in 1 ml Medium, unter Zusatz von 5 % Dimethylsulfoxide (DMSQO) bzw. 10 % DMSO fir
ECC-1, resuspendiert und in Einfrierrohrchen Uberfiuhrt. Die Rohrchen wurden direkt im
Anschluss in eine mit hundertprozentigem Isopropyl-Alkohol gefiillte Einfrierhilfe (Mr.
Frosty) gestellt und in dieser bei -80 °C eingefroren. Durch Nutzen dieser Einfrierhilfe war es
moglich, die Zellen schonend um 1 °C pro Minute auf die umgebende Temperatur herunter
zu kiihlen. Nach 24 Stunden erfolgte die Umsetzung der Rohrchen in einen Stickstofftank,
worin sie in Kunststoffbehaltern (Cryoboxen) in fllissigem Stickstoff bei -190 °C gelagert
wurden. Fur die Kultivierung entnahm man bei Bedarf Réhrchen aus dem Stickstoff und
taute sie durch sofortiges Schwenken fiir zwei Minuten in einem 37 °C warmen Wasserbad
auf. Im Anschluss an eine grindliche Desinfektion der Réhrchen mit siebzigprozentigem
Ethanol erfolgte die Resuspension in je 10 ml 37 °C warmen Medium. Nach zehnminitiger
Zentrifugation bei 804 rpm wurde das DMSO-haltige Medium abgeschiittet, das Pellet in
frischem Medium geldst und in eine Zellkulturfalsche Gberfihrt. Die Kultivierung erfolgte wie
oben beschrieben.

Zur Durchfihrung von Experimenten wurde eine festgelegte Anzahl von Zellen in
entsprechende Zellkulturplatten (well [Loch]-Platte) ausgesat, wie in Tab. 9 beschrieben. Sie
orientierte sich an der ZellgroBe und dem Proliferationsverhalten der Zelllinien mit dem Ziel,
nach zwei bis drei Tagen in den wells eine vergleichbare und reproduzierbare Konfluenz zu
erreichen. Die Zellzahl wurde vor Aussaat und Subkultivierung mittels Neubauer-
Zahlkammer nach Anfarben mit Trypan Blue-L6sung bestimmt.

Fir die Stimulationen wurde der Stimulus immer dem Medium zugesetzt und dieses

Stimulationsmedium dann auf den Zellrasen gegeben. Als Referenzwert erfolgte bei jedem
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Experiment in einer Reihe nur ein Mediumwechsel, ohne weitere Behandlung. Diese Reihe

wurde als ,unbehandelt” bezeichnet.

TAB. 9: ZELLKULTUR UND SUBKULTIVIERUNG

Zellkultur Aussaat der Zellen (*1000) pro well (Volumen in ml)
Zelllinie Medium Split- 24-well-Platte 48-well-Platte 96-well-Platte
Verhéltnis (0,5) (0,25) (0,1)
HEC-1-A | McCoy’'s 5A | 1:4-1:8 150 75 30
AN3 CA MEM 1:4 100 50 20
RL95-2 DMEM/F-12 | 1:4-1:5 250 125 50
KLE DMEM/F-12 | 1:3-1:4 75 42,5 15
ECC-1 RPMI 1:3-1:4 100 50 20

2.2.3 Bestimmung von Vitalitat, Apoptose und Nekrose

2.2.3.1 Vitalitatsassay

Der CellTiter-Blue® Cell Viability Assay (CTB, Vitalitdtsassay) ist eine auf Fluoreszenz
basierende Methode zur semiquantitativen Bestimmung der Anzahl vitaler Zellen. Er stitzt
sich darauf, dass lebende Zellen den blauen Farbstoff und Redoxindikator Resazurin im
Reagent zum pinkfarbenen fluoreszierenden Resorufin (Emission im Bereich von 590 nm)
reduzieren. Da dieser Stoffwechsel als konstant angesehen wird, kann hieraus eine
semiquantitative Aussage Uber die Zellzahl getroffen werden. Die Spezifitat beruht darauf,
dass absterbende Zellen sehr schnell ihre metabolische Kapazitat verlieren.

Die Zellen wurden hierzu in 96-well-Platten ausgesat und nach zwei bis drei Tagen mit
ansteigenden Konzentrationen von TRAIL, Docetaxel oder einer Kombination von beiden fir
48 Stunden bei 37 °C inkubiert. Die Durchfihrung erfolgte, sofern nicht anders angegeben,
bei Raumtemperatur in sechs technischen Replikaten um zuverldssige Mittelwerte zu
erhalten. Die Messung der Fluoreszenz fand nach sechzigminitiger Inkubation bei 37 °C mit
20 ul CellTiter-Blue® Reagent pro well im Mikroplattenlesegerdt FLUOstar Optima bei
590 nm nach Anregung mit 544 nm statt.

Um die unspezifische Hintergrundfluoreszenz zu beriicksichtigen, wurde zusatzlich bei der
Stimulation pro Platte eine Reihe nur mit 100 Wl Medium gefillt. Der Mittelwert der
Hintergrundfluoreszenz (blank) war im Folgenden von allen gemessenen Werten abzuziehen.
Fiir die Auswertung wurden die berechneten Werte auf den Mittelwert der Fluoreszenz der

unbehandelten Zellen normalisiert. Kontrollen, ob Docetaxel oder TRAIL im Medium den
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Assay  beeinflussen  (Reagenzienkontrollen), erfolgten  durch Messung  der
Fluoreszenzintensitat von Medium mit entsprechend konzentriertem Reagenz und waren

negativ.

2.2.3.2 Apoptosebestimmung nach Nicoletti et al.

Mit der Methode nach Nicoletti et al. kann der DNA-Gehalt von Zellkernen durch Farbung
mit Propidiumiodid (Pl) im Durchflusszytometer mittels FACS (fluorescence activated cell
sorting) darstellgestellt und hierdurch die Apoptoserate ermittelt werden.[64] Dazu wird
zunichst die Zellmembran selektiv mit Triton®100-X-haltigem hypotonem Lysepuffer lysiert.
Der fluoreszierende Farbstoff Pl kann hierdurch in den Zellkern eindringen und lagert sich in
die DNA ein. Aus der im Durchflusszytometer messbaren Signalstarke lasst sich auf den DNA-
Gehalt der Zellkerne schlieBen. Vitale Zellen haben zumeist einen diploiden
Chromosomensatz mit Ein- oder Zwei-Chromatid-Chromosomen, je nachdem, ob sie sich in
der G1- oder G2-Phase des Zellzyklus befinden. Als Korrelat dazu sieht man in der
graphischen Darstellung der Messung, vergleiche hierzu Abb. 7, zwei gut abgrenzbare
Bereiche. Da wahrend der Apoptose die DNA des Zellkerns fragmentiert wird, ist der DNA-
Gehalt apoptotischer Zellkerne geringer als der DNA-Gehalt der diploiden Zellkerne in G1,
was als hypodiploid bezeichnet wird. Das Signal dieser Zellkerne ist weniger leuchtstark und

wird durch die Sub-G1-Population reprasentiert.
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Abb. 7: Darstellung des DNA-Gehalts von Zellkernen mittels durchflusszytometrischer Messung
und Farbung nach Nicoletti et al.

Verbildlicht wurde hier der DNA-Gehalt von Zellkernen unbehandelter AN3 CA-Zellen. Zellkerne in
den Zyklusphasen G1 und G2 zeigten eine entsprechende Leuchtintensitat, die Sub-G1-Population

reprasentiert die apoptotischen Kerne mit hypodiploidem Chromosomensatz.

Um eine ausreichende Zellzahl fiir eine addaquate Messgeschwindigkeit zu erreichen, wurden
die Zellen in 96-well-Platten (HEC-1A, AN3 CA, RL95-2) oder in 48-well-Platten (ECC-1, KLE)
ausgesat und nach zwei bis drei Tagen mit ansteigenden Konzentrationen von TRAIL,
Docetaxel oder einer Kombination von beiden Substanzen fir 48 Stunden bei 37 °C
inkubiert.

Um zuverlassige Mittelwerte zu erhalten, erfolgte die Durchfiihrung des Experiments in vier
technischen Replikaten. Die Schritte der Farbung und Messung fanden, sofern nicht
gesondert angegeben, bei Raumtemperatur statt.

Fir die Bestimmung der Apoptoserate wurden die Uberstande aus den wells abgenommen
und in FACS-Ro6hrchen Uberfiihrt, um auch bereits abgeldste Zellen in die Auswertung mit
einzubeziehen. Nach Waschung mit 100 ul (fiir 96-well-Platten) bzw. 250 pl (fir 48-well-
Platten) PBS, wobei das PBS wiederum in dieselben FACS-R6hrchen lberfihrt wurde, fand
die enzymatische Ablosung durch zehnminitige Inkubation mit 25 pl bzw. 100 pl Trypsin-
EDTA bei 37 °C statt. Danach wurde die Reaktion mit 100 bzw. 200 ul FACS-Puffer

abgestoppt und die Zellen aus den wells ebenfalls in die FACS-Réhrchen Uberfihrt. Nach
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funfminitiger Zentrifugation bei 1400 rpm konnte der Uberstand abgeschiittet und das
Pellet durch kurzes Durchmischen auf dem Vortexer in 200 ul Pl-haltigem hypotonem
Lysepuffer resuspendiert werden. Die Pl-Konzentration im Lysepuffer lag bei 50 pg/ml,
gelagert wurde Pl in einer Konzentration von 2 mg/ml verdiinnt in PBS.

Im Anschluss erfolgte die Messung der Apoptoserate im Durchflusszytometer im Kanal fir
Proerytrin (PE), wobei der Anteil der Sub-G1-Signale ins prozentuale Verhaltnis zu allen

gezahlten Signalen gesetzt wurde.

2.2.3.3 Detektion von Nekrose durch Farbung mit PI

Mit diesem Verfahren wurden nekrotische Zellen nach Farbung mit Pl
durchflusszytometrisch mittels FACS dargestellt. Es beruht darauf, dass die Zellmembran im
Verlauf des nekrotischen Zelltods ihre Integritat verliert. Hierdurch kann Pl vermehrt in die
Zelle eindringen und die Leuchtintensitat der Zelle nimmt zu.

Experimentaufbau, Aussaat, Stimulation und Gewinnung der Zellen erfolgte wie bei der
Apoptosebestimmung nach Nicoletti et al. unter 2.2.3.2 beschrieben.

Die Pellets wurden in je 200 ul PI-Arbeitslosung (1 pg/ml Pl in PBS) durch kurzes
Durchmischen mittels Vortexer resuspendiert. Hierauf folgte die Messung der Nekroserate
im Durchflusszytometer im Kanal flr PE, wobei diese dem prozentualen Anteil der Signale

mit gesteigerter Fluoreszenzintensitat an allen gezadhlten Signalen entsprach.

2.2.4 Farbung extrazelluldrer Rezeptoren

Mittels fluoreszierender Antikérper kann die Expressionsdichte von extrazelluldren
Proteinen auf den Zellen im Durchflusszytometer dargestellt werden. Wir nutzten dieses
Verfahren zur Detektion der TRAIL-Rezeptoren. Es beruht darauf, dass spezifische
monoklonale Primarantikorper an die TRAIL-Rezeptoren DR4, DR5, DcR1 und DcR2 auf der
Zelloberflaiche binden und diese dann mittels fluoreszierender monoklonaler
Sekundarantikorper angefarbt werden. Bei den verwendeten Primarantikérpern handelte es
sich um Maus-Antikérper und der verwendete Sekunddrantikbrper war gegen den
konstanten Teil von Maus-Antikdrpern gerichtet.

Um eine ausreichende Zellzahl fir eine addaquate Messgeschwindigkeit zu erhalten, wurden

HEC-1-A, AN3 CA, RL95-2 sowie ECC-1 in 48-well-Platten und KLE in 24-well-Platten ausgesat.
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Nach zwei bis drei Tagen erfolgte ein Mediumwechsel, oder die Stimulation mit 0,001 oder
0,1 ug/ml Docetaxel fur 48 Stunden bei 37 °C.

Die Farbung fand bei Raumtemperatur und pro Bedingung in vier technischen Replikaten
statt, um zuverlassige Mittelwerte zu erhalten. Zur Gewinnung der Zellen wurde der
Uberstand abgeschiittet und der Zellrasen zweimal durch Zugabe von 250 pl bzw. 500 pl
PBS, Schwenken und Abnehmen des Uberstandes gewaschen und dann mit 50 ul bzw. 100 pl
Accutase pro well fiir zehn Minuten bei 37 °C inkubiert. Hierdurch erreichten wir eine
schonende enzymatische Lésung der Zellen vom Plattenboden. Die Reaktion wurde mit
200 pl bzw. 400 pl FACS-Puffer gestoppt und die Zellen aus den wells in FACS-R6hrchen
Uberfiihrt. Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 804 rpom konnte der Uberstand
abgeschiittet und das Zellpellet in 50 ul Primarantikdrper-Arbeitslosung resuspendiert
werden. Die Zusammensetzungen der verwendeten Arbeitslosungen sind in Tab. 10
aufgefiihrt. Um unspezifische Bindungen berlcksichtigen zu kénnen, wurden zusatzlich pro
Bedingung vier Proben mit einem unspezifischen Immunglobulin G (IgG)-Antikdrper anstelle

eines spezifischen Primarantikdrpers gefarbt.

TAB. 10: ANSATZE VON ANTIKORPER-ARBEITSLOSUNGEN

Spezifitat Antikérper Arbeitslésung (Antikorper
verdiinnt in FACS-Puffer)

unspezifisch Mouse IgGy, & 0,5 mg/ml 1:50

DR4 TRAIL-R1 mAb, HS101 1 mg/ml 1:100

DR5 TRAIL-R2 mAb, HS 201 1 mg/ml 1:100

DcR1 TRAIL-R3 mAb, HS 301 0,5 mg/ml 1:50

DcR2 TRAIL-R4 mAb, HS 402 1 mg/ml 1:100

Priméarantikérper  Alexa Fluor® 647 goat anti- 2 mg/ml 1:500

mouse

Nach einstlindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde Uberschiissige Arbeitslosung
entfernt. Dies erfolgte durch Zugabe von 200 ul PBS, kurzem Resuspendieren und
Abschiitten des Uberstands nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 804 rpm. Im Anschluss
fand die Farbung durch Resuspension und dreilligminitiger Inkubation der Zellen in 50 ul
Sekundirantikérperarbeitsldsung in Dunkelheit statt. Uberschiissige Lésung wurde hiernach
entfernt, wie oben beschrieben, und das Pellet in 200 pl PBS resuspendiert.

Die Messung erfolgte im Durchflusszytometer im Kanal fir PE.

Um bei der Auswertung eine Verfdlschung der Werte durch unspezifische Bindungen zu

vermeiden und eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu erreichen, wurden die unter
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derselben Bedingung gemessenen Fluorenszenzintensitaten auf einen Referenzmittelwert
normalisiert. Diesen errechnete man aus den Fluoreszenzintensitaten von wells, deren Zellen
unter den gleichen Bedingungen stimuliert und nach dem gleichen Verfahren gefarbt
wurden, allerdings nicht mit einem spezifischem Primarantikérper, sondern mit einem

unspezifischen IgG-Antikorper.

2.2.5 Chemokindetektion mittels ELISA

Um die Chemokinsekretion der Karzinomzellen unter verschiedenen Bedingungen zu
beurteilen, untersuchten wir Zellkulturiiberstainde mittels ELISA (Enzyme-linked
Immunosorbent Assay). Dies ist ein auf einer Farbreaktion basierendes Verfahren, um
Proteinkonzentrationen in Losungen zu messen. Das interessierende Protein wird, wie in
Abb. 8 dargestellt, spezifisch von einem adharenten Antikdrper (Capture Antibody, Coating
Antibody, cAb) gebunden. Von der anderen Seite bindet ein zweiter Antikorper (Detection
Antibody, dAb), welcher biotinyliert ist. Das Biotin wiederum hat eine hohe Affinitdt zu
Avidin, welches in diesem Fall an die Streptavidin-horseradish peroxidase (S-HRP) konjugiert

ist.

Biotin

dAb

Abb. 8: Schematische Darstellung des ELISAs zur Detektion von Proteinen im Zellkulturiiberstand
Das Protein wird zwischen adhdrentem cAb und freiem, biotinyliertem dAb gebunden. An letzteren
bindet der Avidin-Teil der SHR-P, welcher wiederum eine Farbreaktion katalysiert. cAB)

Coating/Capture Antibody; dAb) Detection Antibody; S-HRP) Streptavidin-horseradish peroxidase
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Wird nun eine Substratmischung aus Wasserstoffperoxid und Tetramethylbenzidin
angeboten, katalysiert diese Peroxidase die Reduktion von Wasserstoffperoxid, wobei die
Protonen auf das Chromogen Tetramethylbenzidin Ubertragen werden. Das Endprodukt
erscheint blau und bildet nach Abstoppen mit Schwefelsdure einen stabilen gelben
Farbkomplex. Da gleichzeitig eine Standardreihe mitgefihrt wird, lasst sich aus der Starke
der Farbreaktion die Proteinkonzentration in der Probe bestimmen.

Fiir die Gewinnung von Uberstdnden wurden die Zellen in 24-well-Platten ausgesit und nach
zwei bis drei Tagen durch Inkubation mit ansteigenden Konzentrationen von TRAIL,
Docetaxel oder einer Kombination von beiden fiir 48 Stunden bei 37 °C stimuliert. Die
Uberstinde wurden in 1,5 ml Eppendorf-Hiitchen (iberfiihrt und bei -80 °C in Einfrierboxen
aus Karton gelagert. Um zuverldssige Mittelwerte zu erhalten, erfolgte die Durchfiihrung des
Experiments in vier technischen Replikaten.

Die Detektion der Proteine RANTES, MCP-1 und IL-8 in den Uberstinden fand mittels
spezifischer ELISA-kits statt, die nach oben genanntem Prinzip funktionierten und im

Folgenden naher beschrieben werden.

2.2.5.1 ELISA zur Detektion von CCL5/RANTES und CCL2/MCP-1

Das Messerverfahren wurde Uber drei Tage bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Alle
Waschschritte erfolgten durch dreimaliges Splilen mit Waschpuffer und Absaugen im
Mikroplattenwaschgerat. Wahrend der Inkubationszeiten waren die Platten durch spezielle
Folien abgedeckt.

Zunachst wurden 8-well-Streifen mit 100 ul Capture Antibody-Arbeitslosung pro well
beschichtet und lber Nacht inkubiert. Die Herstellung der Arbeitslésungen erfolgte wie in
Tab. 11 und Tab. 12 beschrieben. Hiernach wurde die Uberschissige Arbeitslosung
abgewaschen und 200 pl Reagent Diluent (RD) in jedes well gegeben. Durch die einstiindige
Inkubation fand eine Blockierung der unspezifischen Bindungsstellen statt. Uberschiissiges
RD wurde abgewaschen und in jedes well nach Versuchsaufbau 100 ul der Proben bzw. des
Standards, verdiinnt in RD, aufgetragen. Die Verdiinnung der Proben hatte zum Ziel, die
Konzentrationen moglichst im mittleren Standardbereich messen zu kdnnen und war
zumeist im Verhédltnis von 1 zu 2. Die Ansetzung der Standardreihe fand in
Doppelbestimmung statt und deckte fiir die Detektion von RANTES einen Bereich von 0 als

Hintergrundwert bis 62,5 pg/ml ab, fir MCP-1 den Bereich von 0 bis 1000 pg/ml. Nach
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Einwirken Gber Nacht wurden Reste der Proben abgewaschen und die wells mit je 100 pl
Detection Antibody-Arbeitslosung beschichtet. Nach zwei Stunden wurde (iberschissige
Arbeitslosung abgewaschen und die wells mit je 100 ul S-HRP auf dem Schiitteltisch, bei
100 rpm und unter Schutz vor unnétiger Lichteinstrahlung, fiir zwanzig Minuten inkubiert.
Nach erneutem Waschen wurde durch Zugabe von je 100 pl Substratmischung pro well die
Farbreaktion eingeleitet. Diese wurde nach zehn bis zwanzig Minuten, sobald eine starke
Blaufarbung in den wells mit hoher Proteinkonzentration zu beobachten war, durch Zugabe
von 50 pl Schwefelsaure abgestoppt, was einen Farbumschlag von blau nach gelb hervorrief.
Auch hierbei wurde unndétige Lichteinwirkung vermieden. Die Messung der Absorption

erfolgte im Mikroplattenlesegerat bei 450 nm.

TAB. 11: ELISA-KIT ZUR DETEKTION VON CCL5/RANTES

Kit-Komponente Stocklésung Arbeitslésung

Capture Antibody (840216) 360 pg/ml in PBS 1 ug/ml (1:360) in PBS

Detection Antibody (840217) 7,2 ug/ml in Reagent Diluent 20 ng/ml (1:360) in RD

Standard (840218) 110 ng/ml in Reagent Diluent entsprechende Konzentration
in RD

Streptavidin-HRP (890803) vom Hersteller (1:200) in RD

TAB. 12: ELISA-KIT ZUR DETEKTION VON CCL2/MCP-1

Kit-Komponente Stocklésung Arbeitslésung

Capture Antibody (840204) 180 pg/ml in PBS 1 ug/ml (1:180) in PBS

Detection Antibody (840205) 18 pug/mlin Reagent Diluent 100 ng/ml (1:180) in RD

Standard (840206) 130ng/ml in Reagent Diluent entsprechende Konzentration
in RD

Streptavidin-HRP (890803) vom Hersteller (1:200) in RD

Kontrollen, ob die Stimulanzien Docetaxel oder TRAIL als solche den Assay beeinflussen,
wurden durchgefiihrt. Hierzu bestimmten wir die Signalintensitdt von Medium, dem das
jeweiligen Reagenz allein sowie in Kombination mit einer niedrigen bzw. einer hohen

Standardkonzentration zugesetzt war. Diese zeigten keine Interaktion.

2.2.5.2 ELISA zur Detektion von humanem IL-8

Das Messverfahren wurde (ber drei Tage durchgefiihrt. Alle Waschschritte erfolgten durch
dreimaliges Spulen mit Waschpuffer und Absaugen mittels Mikroplattenwaschgerat.
Inkubationen fanden, sofern nicht anders beschrieben, bei Raumtemperatur statt, wobei die

Platten durch spezielle Folien abgedeckt waren.
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Zunachst wurden 8-well-Streifen mit 100 ul Coating Antibody-Arbeitslésung pro well
beschichtet und Giber Nacht bei 4 °C inkubiert. Die Herstellung der Arbeitslésungen erfolgte
wie in Tab. 13 beschrieben. Nach Waschung fand durch Einwirken von 200 ul Assay-Puffer
(Assay Buffer, AB) pro well Gber Nacht bei 4 °C eine Blockierung der unspezifischen
Bindungsstellen statt. Uberschiissiger AB wurde hiernach abgewaschen und je 100 pl der
Proben bzw. des Standards, beides entsprechend verdiinnt in AB, aufgetragen. Zusatzlich
erfolgte die Zugabe von 50 ul Biotin-Conjugate (Konjugat)-Arbeitslésung. Die Verdinnung
der Proben hatte zum Ziel, die Konzentrationen moglichst im mittleren Standardbereich
messen zu kdnnen und betrug zumeist 1 zu 2. Die Ansetzung der Standardreihe fand in
Doppelbestimmung statt und deckte einen Bereich von 0 als Hintergrundwert bis
1000 pg/ml ab. Nach zweistliindigem Einwirken auf dem Schutteltisch bei 100 rpm wurden
Reste der Proben abgewaschen und die Zellen mit je 100 pl S-HRP pro well auf dem
Schitteltisch bei 100 rpm fir eine weitere Stunde inkubiert. Ab diesem Schritt war auf
Schutz vor unndétiger Lichteinstrahlung zu achten. Nach erneuter Waschung erfolgte die
Einleitung der Farbreaktion durch Zugabe von je 100 pl Substratmischung pro well. Diese
wurde nach zehn bis zwanzig Minuten, sobald eine starke Blaufarbung in den wells mit hoher
Proteinkonzentration zu beobachten war, durch Zugabe von 50 ul Schwefelsaure
abgestoppt, wodurch es zum Farbumschlag von blau nach gelb kam.

Die Messung der Absorption erfolgte im Mikroplattenlesegerat bei 450 nm.

TAB. 13: ELISA-KIT ZUR DETEKTION VON IL-8

Kit-Komponente Stocklésung Arbeitslésung

Coating Antibody 100 pg/mlin PBS 5 pug/ml (1:20) in PBS

Biotin-Conjugate vom Hersteller 1:1000 in AB

Standard 200 ng/ml entsprechende Konzentration
in AB

Streptavidin-HRP vom Hersteller 1:10000 in AB

Reagenzien-Kontrollen erfolgten wie bei den R&D-Systems®-ELISAs unter 2.2.5.1.

beschrieben und waren negativ.

2.2.6 Software

Die Darstellung und Auswertung der Messwerte erfolgte unter Verwendung der GraphPad

Prism Software. Signifikanzen wurden generell durch Anwendung der einfaktoriellen
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Varianzanalyse (one-way ANOVA) und der Bonferroni-Methode ermittelt, sofern nicht
anders beschrieben. Wir verwendeten hierfiir die GraphPad Prism 5 Software. Als signifikant

(*) galt p>0,05.
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3 Ergebnisse

3.1 Zelltod unter TRAIL und Docetaxel

3.1.1 Stimulation mit TRAIL

Seine natirliche Rolle hat TRAIL im menschlichen Korper bei der Tumorabwehr. Durch
Bindung an seine Rezeptoren kann der Ligand selektiv in mutierten Zellen Apoptose
auslosen. Diese Wirkung wurde fir Karzinomzellen verschiedenster Ursprungsgewebe
nachgewiesen. Einige Karzinome zeigten sich hingegen resistent gegeniiber TRAIL-
induziertem Zelltod. Als erstes untersuchten wir daher, ob TRAIL zytotoxisch auf die im Labor
etablierten Endometriumkarzinomzellen wirkt und welche Art von Zelltod zu beobachten
war. Hierzu wurden Zellen der Endometriumkarzinomzelllinien HEC-1-A, AN3 CA, RL95-2, KLE
und ECC-1 mit ansteigenden Konzentrationen von humanem rekombinantem TRAIL fiir 48
Stunden inkubiert. Im Anschluss ermittelten wir mittels des Vitalitidtsassays CellTiter®Blue
(CTB) semiquantitativ die Anzahl vitaler Zellen und bestimmten durchflusszytometrisch die
Apoptose- und Nekroserate. Wie in Abb. 9 (A1-E1) zu sehen ist, war unter dieser Stimulation
kaum eine Reduktion der Zellzahl zu beobachten. Lediglich unter hohen Konzentrationen von
100 und 200 ng/ml TRAIL konnten wir bei drei der funf Zelllinien ein Anstieg der Apoptose
(B2, D2, E2) und der Nekrose (B3, C3, E3) messen. Fur HEC-1-A (A) wurden in diesem

Versuchsaufbau keine signifikanten zytotoxischen Effekte von TRAIL nachgewiesen.
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Abb. 9: Zelltod unter TRAIL-Stimulation

Zellen der Zelllinien HEC-1-A (A), AN3 CA (B), RL95-2 (C), KLE (D), ECC-1 (E) wurden mit ansteigenden
Konzentrationen von humanem rekombinantem TRAIL (12,5 bis 200 ng/ml) fiir 48 Stunden inkubiert.
Hiernach wurde die Zellzahl mittels CTB (1) untersucht. Gezeigt sind jeweils die Werte unter
Stimulation im Verhdltnis zum unbehandelten Zustand. Letzterer wurde zur besseren
Vergleichbarkeit gleich eins gesetzt. Die Apoptoserate (2) wurde anhand der Methode nach Nicoletti
et al. und die Nekroserate (3) mittels PI-Farbung durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind
die Mittelwerte samt Standardfehler von mindestens drei unabhangigen Experimenten mit je sechs
Replikaten beim Vitalitatsassay bzw. jeweils vier Replikaten bei den durchflusszytometrischen

Verfahren. *) p<0,05 im Vergleich zu unbehandelten wells; r. E.) relative Einheiten.

Zur qualitativen Kontrolle der Assays wurden wahrend jedes Experiments Zellen mit 2,5 nM
Staurosporin inkubiert. Staurosporin ist daflir bekannt, die Vitalitdit zu reduzieren und
Apoptose und Nekrose zu induzieren. In allen durchgefiihrten Versuchen konnte eine solche
Wirkung, wie in Abb. 10 am Beispiel von AN3 CA gezeigt, beobachtet werden. Fir die

Ubrigen Zelllinien waren dhnliche Werte messbar.
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Abb. 10: Qualitative Methodenkontrolle durch Staurosporin

Wahrend jedes Experiments erfolgte die Inkubation von Zellen mit 2,5 nM Staurosporin zur
qualitativen Kontrolle der Methode. Dargestellt sind Mittelwerte samt Standardfehler fiir AN3 CA
von mindestens drei unabhangig durchgefiihrten Vitalitdtsassays (1) bzw. Messungen der Apoptose-
(2) und Nekroserate (3) im Durchflusszytometer. Versuche und Auswertung erfolgten wie unter Abb.

9 beschrieben, mit dergleichen Anzahl von Replikaten. Die Berechnung der Signifikanz erfolgte
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hierbei mittels des Mann-Whitney-U-Tests. *) p<0,05 im Vergleich zu unbehandelten wells; r. E. )

relative Einheiten.

3.1.2 Stimulation mit Docetaxel

Fir TRAIL-resistente und wenig -sensiblen Karzinomzellen konnte gezeigt werden, dass
Chemotherapeutika schon in geringen Konzentrationen fiir TRAIL-induzierte Apoptose
sensibilisieren bzw. die Wirkung des Liganden synergistisch verstarken. Daher wollten wir
erforschen, ob eine gemeinsame zytotoxische Wirkung von TRAIL und Docetaxel auch fir
Endometriumkarzinomzellen nachzuweisen ist. Um eine Aussage Uber die Effektivitat einer
Ko-Stimulation treffen zu kénnen, untersuchten wir zunachst die Zytotoxizitdat von Docetaxel
allein. Hierbei galt es auch, aussichtsreiche Konzentrationen fiir die Kombination mit TRAIL
zu finden. Die Zellen wurden dafiir mit ansteigenden Konzentrationen von Docetaxel (von
0,001 bis 100 pg/ml) Gber 48 Stunden inkubiert. Im Anschluss erfolgte, wie unter 3.1.1 fur
die TRAIL-Stimulation beschrieben, die Bestimmung der Zellzahl, der Apoptose- und der
Nekroserate. Die Ergebnisse sind in Abb. 11 dargestellt.

Mit ansteigender Dosis war in allen Zelllinien eine Reduktion der Zellzahl zu beobachten.
Unter der hochsten getesteten Konzentration von 100 pg/ml konnte so gut wie keine
Vitalitdat mehr nachgewiesen werden (A1-E1). In drei Zelllinien stieg die Apoptoserate bereits
unter geringen Konzentrationen von 0,001 pg/ml Docetaxel an (B2, C2, E2), in zwei weiteren
ab mittleren Konzentrationen (A2, D2). Die Nekroserate zeigte sich unter 10 pug/ml Docetaxel
bei vier Zelllinien erhoht (B3-E3), in einigen auch schon unter geringeren Dosen. So war fir
AN3 CA Nekrose bereits unter niedrigen Konzentrationen ab 0,00 1pg/ml (B3), fur zwei

weitere Zelllinien ab mittleren Konzentrationen von 0,1 pg/ml (C3, E3) detektierbar.
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Abb. 11: Die zytotoxische Wirkung von Docetaxel in Abhangigkeit von Dosis und Zelltyp

Zellen der Zelllinien HEC-1-A (A), AN3 CA (B), RL95-2 (C), KLE (D), ECC-1 (E) wurden mit ansteigenden
Konzentrationen von Docetaxel (0,001 bis 100 pg/ml) fur 48 Stunden inkubiert. Hiernach wurde die
Zellzahl mittels des CTB (1) untersucht. Gezeigt sind jeweils die Werte unter Stimulation im Verhaltnis
zum unbehandelten Zustand. Letzterer wurde zur besseren Vergleichbarkeit gleich eins gesetzt. Die
Apoptoserate (2) wurde anhand der Methode nach Nicoletti et al. und die Nekroserate (3) mittels
Farbung durch Pl durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte samt
Standardfehler von mindestens drei unabhdngigen Experimenten mit sechs Replikaten beim
Vitalitatsassay bzw. jeweils vier Replikaten bei den durchflusszytometrischen Verfahren. *) p<0,05 im

Vergleich zu 0 ng/ml (unbehandelten wells); r. E.) relative Einheiten.

3.1.3 Ko-Stimulation mit TRAIL und Docetaxel

Nachdem wir die Zytotoxizitat der Substanzen allein untersucht hatten, widmeten wir uns
den gemeinsamen Effekten von TRAIL und Docetaxel. Zunachst galt es herausfinden, ob der
zytotoxische Effekt einer Ko-Stimulation mit Docetaxel und TRAIL starker ist als die Wirkung
der Substanzen allein. Fir die folgenden Experimente verwendeten wir die Konzentration
von 100 ng/ml TRAIL, da unter dieser in der Dosistitration bereits teilweise vermehrt Zelltod
nachzuweisen war, wie in Abb. 9 zu sehen. Fir die Kombination mit TRAIL entschieden wir
uns zunachst fir die geringe, aber Effekt zeigende Dosis von 0,001 pug/ml Docetaxel sowie
die mittlere Dosis von 0,1 pug/ml, unter der sich in allen Zelllinien eine deutliche Reduktion
der Zellzahl zeigte, vergleiche hierzu nochmals Abb. 11.

Die Stimulation erfolgte tber 48 Stunden. Im Anschluss wurden auch in diesem Fall die
Zellzahl, die Apoptose- sowie die Nekroserate bestimmt, wie unter 3.1.1 erldutert. Die
Ergebnisse der Inkubation mit der Kombination von TRAIL und 0,1 pg/ml Docetaxel sind in
Abb. 12 dargestellt. Unter Ko-Stimulation war in vier Zelllinien die Zellzahl deutlich mehr
reduziert als unter den Substanzen allein (B1-E1). Die Apoptoserate war in drei (B3, D3, E3),
die Nekroserate in zwei Zelllinien (B4, C4) unter Ko-Stimulation hoéher als unter TRAIL bzw.
Docetaxel allein. In HEC-1-A konnten wir in keinem der Verfahren einen Mehreffekt unter

Ko-Stimulation im Vergleich zur Einzelstimulation nachweisen (A1-A4).
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3 Ergebnisse 3.1 Zelltod unter TRAIL und Docetaxel

Abb. 12: Zytotoxische Effekte von Docetaxel und TRAIL — Einzelstimulation versus Kombination

Zellen der Zelllinien HEC-1-A (A), AN3 CA (B), RL95-2 (C), KLE (D), ECC-1 (E) wurden mit einer
Kombination von 100 ng/ml TRAIL und 0,1 ug/ml Docetaxel fiir 48 Stunden inkubiert. Hiernach wurde
die Zellzahl mittels CTB (1) untersucht. Gezeigt sind jeweils die Werte unter Stimulation im Verhaltnis
zum unbehandelten Zustand. Letzterer wurde zur besseren Vergleichbarkeit gleich eins gesetzt. Die
Apoptoserate (2) wurde anhand der Methode nach Nicoletti et al. und die Nekroserate (3) mittels PI-
Farbung durchflusszytometrisch gemessen. Dargestellt sind die Mittelwerte samt Standardfehler von
mindestens drei unabhangigen Experimenten mit sechs Replikaten beim Vitalitdtsassay bzw. jeweils
vier Replikaten bei den durchflusszytometrischen Verfahren. *) p<0,05 im Vergleich der Ko-
Stimulation gegeniiber der Einzelstimulation mit Docetaxel bzw. TRAIL allein; r. E.) relative Einheiten;

DTX) Docetaxel.

Unter der Kombination von TRAIL mit 0,001 pg/ml Docetaxel waren die Effekte im Vergleich
zur Kombination mit 0,1 ug/ml weniger ausgepragt. So war die Vitalitatsreduktion in allen
finf Zelllinien weniger stark, die Apoptoserate in drei, die Nekroserate in vier Zelllinien
kleiner als unter Kombination mit der mittleren Dosis. Exemplarisch sind in Abb. 13 die

Daten flir AN3 CA dargestellt.
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Abb. 13: Ko-Stimulation von TRAIL mit 0,001 ug/ml Docetaxel im Vergleich zur Kombination mit
0,1 pg/mi

Der Versuchsaufbau erfolgte wie unter Abb. 12 beschrieben. Abgebildet sind die Daten der
Stimulation von AN3 CA mit 0,001 ug/ml sowie 0,1 ug/ml Docetaxel allein sowie jeweils in
Kombination mit 100 ng/ml| TRAIL. Dargestellt sind die Mittelwerte samt Standardfehler von

mindestens drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten mit je sechs Replikaten beim CTB bzw.
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3 Ergebnisse 3.1 Zelltod unter TRAIL und Docetaxel

jeweils vier Replikaten bei den durchflusszytometrischen Verfahren. *) p<0,05 im Vergleich der Ko-
Stimulation von TRAIL mit 0,001pug/ml gegeniiber der Ko-Stimulation von TRAIL mit 0,1 pg/ml

Docetaxel; r. E.) relative Einheiten; DTX) Docetaxel.

Unter Verwendung von 1 pug/ml Docetaxel in der Kombination mit TRAIL war im Vergleich
zur Ko-Stimulation mit 0,1 ug/ml in keinem der durchgefiihrten Verfahren eine signifikante
Zunahme an Zelltod oder vermehrte Reduktion der Zellzahl zu beobachten. Diese Daten sind

daher nicht dargestellt.
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3.2 TRAIL-Rezeptorexpression und Verhalten unter

Docetaxel

Aufgrund der vorher genannten Ergebnisse stellte sich nun die Frage nach Ursachen fir die
nur geringe Zelltodinduktion durch TRAIL auf der einen und der gemeinsamen zytotoxischen

Wirkung von TRAIL und Docetaxel auf der andern Seite.

3.2.1 Expression der TRAIL-Rezeptoren

In einigen Karzinomen zeigte sich ein Fehlen von DR4 bzw. 5 fiir eine Resistenz gegeniliber
TRAIL verantwortlich. Daher interessierte uns zunachst, ob die Endometriumkarzinomzellen
im unbehandelten Zustand Uberhaupt einen der beiden DR exprimieren. Hierzu
charakterisierten wir das TRAIL-Rezeptorprofil durch Farbung mit monoklonalen Antikérpern
und FACS. Wie in Abb. 14 dargestellt ist, waren DR4 und 5 sowie DcR1 und 2 in allen
Zelllinien nachweisbar. Das Ausmall der Expression der einzelnen Rezeptoren variierte
hierbei leicht zwischen den Zelltypen. Dabei deutete sich in vier Zelllinien an, dass die DR in
der Summe etwas starker exprimiert gewesen waren als die DcR zusammen, in AN3 CA

schien das Verhaltnis anndhernd ausgewogen.
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Abb. 14: Expression der TRAIL-Rezeptoren durch Endometriumkarzinomzellen

Die Expressionstarke der TRAIL-Rezeptoren wurde durch extrazellulare Farbung mit monoklonalen
Antikorpern und durchflusszytometrischer Messung der Fluoreszenzintesitdt bestimmt. Die Daten
wurden auf die Mittelwerte der bei der Farbung mit dem Isotyp-lgG-Antikbrper gemessenen
Fluoreszenzintensitdat normalisiert, wie unter 2.2.4. beschrieben. Abgebildet sind die Mittelwerte
samt Standardfehler von mindestens drei unabhdngig durchgefiihrten Experimenten mit je vier

Replikaten pro Bedingung. r. E.) relative Einheiten

3.2.2 Verhalten der Rezeptorexpression unter Docetaxel-Stimulation

Es ist bekannt, dass Chemotherapeutika beispielsweise durch Induktion der
Rezeptorexpression das TRAIL-Rezeptorprofil verandern und hierdurch die TRAIL-Sensibilitat
beeinflussen kdnnen. Daher untersuchten wir nun, ob die Stimulation mit Docetaxel eine
Verdanderung des TRAIL-Rezeptorprofils bewirkt. Abb. 15 zeigt die Expression der TRAIL-
Rezeptoren durch die fiinf Zelllinien nach 48-stiindiger Inkubation mit 0,1 ug/ml Docetaxel
im Vergleich zum unbehandelten Zustand. Eine Erhéhung der Signalintensitdt war unter
Docetaxel fir DR5 in HEC-1-A (A), eine Verminderung fir AN3 CA (B) zu beobachten. DcR1
zeigte sich unter dem Chemotherapeutikum in HEC-1-A (A) vermindert, bei AN3 CA (B)
verstarkt. Unter Docetaxel konnten wir fiir DcR2 in HEC-1-A (A) eine Verminderung, in
RL95-2 (C) und KLE (D) eine Erh6hung der Signalintensitdt messen. Fiir DR4 sowie die Zelllinie

ECC-1 (E) waren keine Verdanderungen nachzuweisen.
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Abb. 15: Modulation des TRAIL-Rezeptorprofils unter Docetaxel

Die Expressionsstarke der TRAIL-Rezeptoren wurde durch extrazelluldare Farbung mit monoklonalen
Antikorpern mittels durchflusszytometrischer Messung der Fluoreszenzintensitdten bestimmt. Dies
erfolgte fir HEC-1-A (1), AN3 CA (2), RL95-2 (3), KLE (4) und ECC-1 (5) nach 48-stiindiger Inkubation
mit 0,1 pg/ml Docetaxel bzw. nur Medium zum Vergleich. Die gemessenen Werte wurden auf die
Referenzmittelwerte, wie unter 2.2.4 beschrieben, normalisiert. Abgebildet sind jeweils die

Mittelwerte samt Standardfehler von mindestens drei unabhangig durchgefiihrten Experimenten mit
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je vier Replikaten pro Bedingung. *) p <0,05 fiir jeden Rezeptor beim Vergleich gegeniiber der

Expression ohne Stimulation; r. E.) relative Einheiten.

Nach einer Stimulation mit 0,001 ug/ml Docetaxel waren die Effekte weniger stark

ausgepragt als unter 0,1 pug/ml, wiesen jedoch in dieselbe Richtung.
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3.3 Chemokinfreisetzung und Veranderungen unter

TRAIL und Docetaxel

Durch die Ausschittung von Chemokinen kdnnen Tumorzellen das sie umgebende
entzlindliche Mikromilieu beeinflussen. Dieses wird in erster Linie mit Tumorprogression und
Resistenz gegeniliber TRAIL-induzierter Apoptose in Verbindung gebracht, auf der anderen

Seite kann hierdurch auch die Tumorabwehr geférdert werden.

3.3.1 Freisetzung von Chemokinen

Vor diesem Hintergrund untersuchten wir, ob eine Freisetzung von Chemokinen,
insbesondere von IL-8, RANTES und MCP-1, auch fiir unsere Zellkulturen nachweisbar ist. Im
unbehandelten Zustand konnten wir IL-8 (A) und MCP-1 (C) im Uberstand von drei, RANTES
(B) bei allen finf Zelllinien messen, wie in Abb. 16 zu sehen ist. Die Menge an Protein
variierte dabei zwischen den Zelllinien und den verschiedenen Chemokinen stark. Fur KLE
wurden sehr hohe Konzentrationen von IL-8 und MCP-1 gemessen, bei HEC-1-A waren grol3e

Mengen von RANTES detektierbar.
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Abb. 16: Chemokinsekretion durch die Endometriumkarzinomzellen im unbehandelten Zustand
Die Konzentration der von IL-8 (A), RANTES (B) und MCP-1 (C) im Uberstand wurde nach 48-stiindiger
Inkubation von Zellen der Zelllinien HEC-1-A, AN3 CA, RL95-2, KLE und ECC-1 in Zellkulturmedium
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durch spezifische ELISA-kits analysiert. Gezeigt sind Mittelwerte samt Standardfehler von mindestens

zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit je vier Replikaten.

3.3.2 Veranderungen der Chemokinsekretion unter TRAIL und Docetaxel

Fir verschiedene Karzinomzellen wurde nachgewiesen, dass TRAIL und Docetaxel das
Chemokinprofil modifizieren. Dies galt es nun fiir die Endometriumkarzinomzellen zu
untersuchen. Nach Inkubation mit TRAIL bzw. Docetaxel allein sowie in Kombination konnten
wir zelltypspezifisch gesteigerte Chemokinfreisetzungen im Vergleich zum unbehandelten

Zustand messen.

3.3.2.1 Freisetzung von IL-8 unter TRAIL und Docetaxel

Wie in Abb. 17 zu sehen ist, war in vier der fiinf Zelllinien ein Anstieg von IL-8 unter Ko-
Stimulation im Vergleich zum unbehandelten Zustand sowie zu der Inkubation mit den
Substanzen allein zu beobachten. Eine verstarkte IL-8-Freisetzung unter Docetaxel allein
zeigte sich fir HEC-1-A und KLE. Unter Docetaxel liel sich bei ECC-1 ebenfalls IL-8
nachweisen, was im unbehandelten Zustand sowie unter TRAIL nicht gelang. Unter TRAIL

allein war zudem die Sekretion von IL-8 durch HEC-1-A starker als ohne Stimulation.
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3 Ergebnisse 3.3 Chemokinfreisetzung und Veranderungen unter TRAIL und Docetaxel

Abb. 17: Einfluss von Docetaxel und TRAIL auf die Interleukin-8-Freisetzung

Zellen der Zelllinien HEC-1-A, AN3 CA, RL95-2, KLE und ECC-1 wurden mit Zellkulturmedium allein
(unbehandelt.), 100 ng/ml TRAIL bzw. 0,1 ug/ml Docetaxel allein oder der Kombination von
100 ng/ml TRAIL und 0,1 ug/ml Docetaxel fir 48 Stunden inkubiert. AnschlieBend erfolgte die
Messung der Konzentration von IL-8 im Uberstand mittels eines spezifischen ELISAs. Die Werte
wurden hierbei auf die Zellzahl, das heit (d. h.) auf die im Vitalitdtsassay ermittelten Mittelwerte der
entsprechenden Bedingungen, normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte samt Standardfehler von
mindestens zwei unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit je vier Replikaten pro

Bedingung. *) p<0,05 im Vergleich zu unbehandelten Zellen, soweit nicht anders markiert

3.3.2.2 Freisetzung von RANTES unter TRAIL und Docetaxel

Unter Stimulation kam es in vier Zelllinien zudem zu Veranderungen in der Freisetzung von
RANTES, wie in Abb. 18 gezeigt. Eine Erhohung der Konzentration im Uberstand unter
Docetaxel allein war, verglichen mit dem unbehandelten Zustand, in HEC-1-A, RL95-2 und
ECC-1 zu messen. Die Kombination mit TRAIL zeigte im Vergleich zur Einzelstimulation mit
Docetaxel bei HEC-1-A und RL95-2 keinen zusatzlichen Effekt, in ECC-1 war die Sekretion
hierbei vermindert. In AN3 CA lieR sich unter Ko-Stimulation eine verstarkte Freisetzung von

RANTES nachweisen. Unter TRAIL allein war kein signifikanter Effekt zu sehen.
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Abb. 18: Einfluss von TRAIL und Docetaxel auf die Freisetzung von RANTES
Zellen der Zelllinien HEC-1-A, AN3 CA, RL95-2, KLE und ECC-1 wurden mit Zellkulturmedium allein
(unbehandelt), 100 ng/ml TRAIL bzw. 0,1 pug/ml Docetaxel allein oder der Kombination von 100 ng/ml

51



3 Ergebnisse 3.3 Chemokinfreisetzung und Veranderungen unter TRAIL und Docetaxel

TRAIL und 0,1 ug/ml Docetaxel fiir 48 Stunden inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Messung der
Konzentration von RANTES im Uberstand mittels eines spezifischen ELISAs. Die Werte wurden hierbei
auf die Zellzahl, d.h. auf die im Vitalitdtsassay ermittelten Mittelwerte der entsprechenden
Bedingungen, normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte samt Standardfehler von mindestens zwei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit je vier Replikaten pro Bedingung.

*) p<0,05 im Vergleich zu unbehandelten Zellen, soweit nicht anders markiert

3.3.2.3 Freisetzung von MCP-1 unter TRAIL und Docetaxel

Zu Modifikationen der MCP-1-Freisetzung unter Stimulation kam es in zwei der drei MCP-1
sezernierenden Zelllinien, wie in Abb. 19 zu sehen ist. Unter Ko-Stimulation lieR sich fir
RL95-2 und KLE eine verstarkte Freisetzung nachweisen, verglichen mit unbehandelten
Zellen sowie der Inkubation mit den Einzelsubstanzen. AulRerdem waren nach
Einzelstimulation mit TRAIL bzw. Docetaxel in RL95-2 hohere Konzentrationen von MCP-1

messbar als ohne Stimulation.
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Abb. 19: Einfluss von TRAIL und Docetaxel auf die Freisetzung von MCP-1

Zellen der Zelllinien HEC-1-A, AN3 CA, RL95-2, KLE und ECC-1 wurden mit Zellkulturmedium allein
(unbehandelt), 100 ng/ml TRAIL bzw. 0,1 pug/ml Docetaxel allein oder der Kombination von 100 ng/ml
TRAIL und 0,1 pg/ml Docetaxel fir 48 Stunden inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Messung der
Konzentration von MCP-1 im Uberstand mittels eines spezifischen ELISAs. Die Werte wurden hierbei

auf die Zellzahl, d.h. auf die im Vitalitdtsassay ermittelten Mittelwerte der entsprechenden
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Bedingungen, normalisiert. Gezeigt sind Mittelwerte samt Standardfehler von mindestens zwei
unabhangig voneinander durchgefiihrten Experimenten mit je vier Replikaten pro Bedingung.

*) p<0,05 im Vergleich zu unbehandelten Zellen, soweit nicht anders markiert
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4 Diskussion

4.1 TRAIL und Docetaxel — gemeinsam verstarkt

zytotoxisch

Die Stimulation mit TRAIL allein zeigte kaum zytotoxische Effekte in unseren Experimenten.
In der Kombination mit niedrigen Konzentrationen von Docetaxel, unter denen allein wenig
Zelltod zu beobachten war, kam es zu einer deutlichen Zunahme der Apoptose- und
Nekroserate sowie zu einer Abnahme der Zahl vitaler Zellen im Vergleich zur Inkubation mit
beiden Substanzen allein. Unsere Ergebnisse geben Hinweise darauf, dass die Kombination
von TRAIL bzw. TRAIL-Rezeptor aktivierenden Antikérpern mit Docetaxel einen neuen
Ansatzpunkt in der Therapie des Endometriumkarzinoms darstellen kénnte. Bis zum jetzigen
Zeitpunkt sind uns noch keine Studien zu diesen Kombinationen bzw. einer Kombination von

TRAIL und Chemotherapeutika in Endometriumkarzinomzellen bekannt.

4.1.1 TRAIL allein induziert kaum Zelltod

Die von uns beobachtete nur geringe Sensibilitat fiir TRAIL-induzierte Apoptose deckt sich
mit den Berichten anderer Forschergruppen. Llobet et al. konnten unter 50 ng/ml TRAIL nach
48 Stunden flur KLE keine signifikante Reduktion der Zellzahl nachweisen, jedoch
mikroskopisch apoptotische Nuklei beobachten.[65] Auch bei Sadarangani et al. war unter
100 ng/ml TRAIL in einer anderen Endometriumkarzinomzelllinie, Ishikawa, die Zellzahl nicht
vermindert.[14] Jedoch wies auch diese Gruppe in Ishikawa und HEC-1-A unter dieser
Konzentration Apoptose anhand von charakteristischen Effekten wie DNA- und PARP-
Spaltung nach.[14] Unter Konzentrationen ab 200 ng/ml war in Ishikawa eine Reduktion der
Zellzahl zu beobachten, die mit der Inkubationszeit (iber 72 Stunden anstieg, wobei héhere
Konzentrationen bis 1000 ng/ml nicht wesentlich mehr Effekt hatten. Eine starkere Induktion
von Apoptose unter solchen héheren Konzentrationen von TRAIL, bis 1000 ng/ml, konnten
bspw. Tomek et al. fiir TRAIL-sensible Ovarialkarzinomzelllinien nachweisen.[21] Dahingegen
bewirkte in resistenten Ovarialkarzinomzellen eine Dosissteigerung bis 1 ug/ml keinen
Anstieg der Apoptose und auch Dosierungen bis 25 pg/ml brachten nur wenig mehr

Wachstumshemmung.[21;23] Auch wir konnten, wie Sadarangani et al., in HEC-1-A unter
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schon geringeren Konzentrationen von TRAIL mehr apoptotische Nuklei sehen als ohne
Stimulation, vergleiche Abb. 9 (A2), allerdings war diese Erhohung in den verwendeten
statistischen Analyseverfahren bei uns nicht signifikant.[14] Die abweichenden Ergebnisse
konnten auf Unterschieden bei Zellkultur und Methoden zur Detektion bzw. Verwendung
verschiedener TRAIL-Molekiile zur Stimulation hervorgerufen worden sein. Sadarangani et
al. verwendeten ein TRAIL-Fusionsprotein, Llobet et al. und wir dagegen humanes
rekombinantes TRAIL.[14;66] Es ist allgemein anerkannt, dass verschiedene
Applikationsformen von TRAIL unterschiedliche Effekte hervorrufen, explizit nachgewiesen
wurde dies bspw. von Ohtsuka et al. an Brustkarzinomzellen.[21;67] Auch andere Gruppen
erforschten die Wirkung von TRAIL in TRAIL-sensiblen und -resistenten Karzinomzelllinien
verschiedener Gewebe wie Prostata, Lunge, Zervix und Mamma in ahnlichen
Konzentrationsbereichen und zu dhnlichen Zeiten.[16;24;68] Yoo et al. untersuchten und
detektierten  Apoptose unter  Konzentrationen  bis 200 ng/ml  TRAIL  bei
Prostatakarzinomzelllinien.[24] Ein dosisabhdngiger Anstieg der Apoptoserate von 10 bis
100 ng/ml war in TRAIlL-sensiblen Zelllinien von Mammakarzinomen, NSCLC und
Ovarialkarzinomen zu beobachten.[16] In der Zervixkarzinomzelllinie Hela zeigten sich schon
unter 4 ng/ml Korrelate von Apoptose in der Hoechst-Farbung sowie eine Reduktion der
Zellzahl mit zunehmender Dauer der Inkubation bis 48 Stunden.[68] Unter Berlicksichtigung
unserer Ergebnisse und den in der Literatur zu findenden Angaben, erschien uns, flir weitere
Experimente zur Untersuchung von Effekten einer Kombination mit Docetaxel, die
Stimulation mit 100 ng/ml TRAIL tber 48 Stunden eine gute Aussage Uber das Verhalten der
Zellen zu ermoglichen.

Uber eine Induktion von Nekrose durch TRAIL ist in der Literatur nichts beschrieben. Die
erhohte Nekroserate in den drei Zelllinien kdnnte durch Verlust der Membranintegritat
bereits apoptotischer Zellen entstanden sein, wobei es sich dann um sekundare Nekrose
handeln wirde.[69] Die im Verhaltnis zu den anderen Zelllinien hohe Nekroserate von (ber
20 % bei HEC-1-A koénnte durch eine schon an sich relativ hohe Umsatzrate erklarbar sein,
denn HEC-1-A zeigte sich in unserer Kultur als am starksten proliferierende Zelllinie. Da die
Apoptoserate ebenfalls hoher war, kdnnte es sich hierbei, zumindest anteilig, um sekundare
Nekrose gehandelt haben. Eine modgliche Erklarung dafiir, dass in RL95-2 lediglich
nekrotische und keine apoptotischen Zellen detektiert wurden, ware, dass in dieser Zellline

die Wirkung von TRAIL sehr friih eintrat, sodass nach 48 Stunden lediglich sekundar
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nekrotische Zellen zu finden waren, bei denen die DNA bereits zu weit defragmentiert war,
um noch im Sub-G1-Bereich darstellbar sein zu kénnen. Bei KLE waren keine Pl-positiven
Zellen zu messen. Dies wirde ebenfalls zu dieser Theorie passen, denn auch Dolcet et al.
haben beschrieben, dass die Apoptoseinduktion in dieser Zelllinie etwas spater
stattfand.[66] Dies lieRe vermuten, dass die Integritat der Zellmembran nach 48 Stunden
noch erhalten war. Um diesen Sachverhalt zu untermauern und differenziertere Aussagen zu
machen, miisste man das Verhalten der Apoptose- und Nekroserate im Zeitverlauf
untersuchen.

Das Phanomen, keine Reduktion der Zellzahl zu messen, obwohl apoptotische Nuklei
detektiert wurden, kdnnte unter anderem auf das natlrliche Proliferationsverhalten der
Zellen zurickzufihren sein. Mit ansteigender Fille der wells vermehren sich die Zellen
bekannterweise immer langsamer, sodass davon auszugehen ist, dass der Zellumsatz in den
konfluenten wells unserer Kultur vor Stimulation zumindest reduziert war.[27;69] Eine
Verminderung der Zellzahl durch TRAIL hatte im Rickschluss wiederum eine Erhéhung der
Umsatzrate nach sich gezogen haben konnen, die den zytotoxischen Effekt zu einem
gewissen Teil ausgeglichen hat. Ebenfalls sind mogliche proliferative Effekte von TRAIL noch
nicht beriicksichtigt. Um sich letzteren zu ndahern, kdnnte man, vergleichend zur Stimulation
mit humanem rekombinanten TRAIL, die Wirkung von aktivierenden TRAIL-
Rezeptorantikdrper  untersuchen, sofern man  davon ausgeht, dass die
proliferationsfordernde Wirkung vorwiegend (iber DcR2 vermittelt wird. Hierdurch konnten
auch potentielle DcR2-vermittelte Apoptose antagonisierende Effekte ausgeschaltet und
insgesamt bessere Aussagen Uber die potentielle Wirksamkeit der TRAIL-Rezeptoragonisten
bei Endometriumkarzinomen erméglicht werden. Gleichzeitig wiirde dies auch Hinweise auf
Vorteile der selektiven Aktivierung der TRAIL-Rezeptoren geben. Dennoch erscheint eine
Therapie allein mit TRAIL oder TRAIL-Rezeptoragonisten im Endometriumkarzinom nicht sehr
aussichtsreich. Auch diese Zellen scheinen Mechanismen entwickelt zu haben, die der TRAIL-
induzierte Apoptose entgegen wirken. Dies kénnte sie in vivo dazu befdhigen, der Abtotung
durch NK-Zellen zu entgehen.[40] Da dieser Therapieansatz jedoch generell gut und vor
allem nebenwirkungsarm zu sein scheint, haben wir nach einer Moglichkeit gesucht, die
Apoptoseinduktion durch TRAIL in den Endometriumkarzinomzellen zu verstarken bzw.

Resistenzmechanismen zu Uberwinden.
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4.1.2 Docetaxel induziert dosisabhangig Apoptose und Nekrose

Unter Stimulation mit Docetaxel kam es, wie erwartet, zu einer mit der Dosis ansteigenden
Reduktion der Zellzahl. Hierbei beobachteten wir, wie auch in Abb. 11 zu sehen, eine
plateaufoérmige Entwicklung, die zwischen den Zelltypen in Konzentration und Ausmal leicht
variierte. Der erste Abfall erfolgte unter geringen Konzentrationen von 0,001 bis 0,1 pg/ml.
Als Korrelat hierzu kénnte man den Anstieg in der Apoptoserate deuten. Ein zweiter Abfall
der Zellzahl war zwischen Konzentrationen von 1 und 100 pg/ml zu sehen, unter denen die
Nekroserate deutlich anstieg. In einigen Zelllinien war die Apoptoserate hierunter wieder
etwas vermindert, was sich im Ubergangsbereich teilweise in einer wieder erhéhten Zellzahl
widerzuspiegeln schien. Solch eine biphasische Entwicklung beobachteten auch andere
Forschergruppen. Yeung et al. fanden fiir Brustkarzinomzellen unter der Schwestersubstanz
Paclitaxel ebenfalls Apoptose unter niedrigen, Nekrose unter hohen Konzentrationen.[31]
Hernandez-Vargas et al. sahen flr Docetaxel in Brustkarzinomzellen bei 100 uM, was
ungefahr 80,8 ng/ml entspricht, ebenfalls Apoptose, zudem einen geringere Abfall der
Zellzahl unter 2-4 nM, der von ihnen jedoch nekrotischem Zelltod zugeschrieben wurde.[30]
Nekrose unter sehr geringen Konzentrationen konnten wir nicht beobachten. Auch andere
Forschergruppen detektierten Apoptose unter dhnlichen Konzentrationen wie wir, wobei die
Ergebnisse zum einen im Vergleich von Zelllinien des gleichen Ursprungsgewebes innerhalb
einer Gruppe stark variierten, zum anderen verschiedene Gruppen fir die gleichen Zelllinien
zu unterschiedliche Resultaten beziiglich Konzentrationen, Art und AusmaB der
Zelltodinduktion kamen.[21;23;27;30] Andere konnten so bereits unter geringeren
Konzentrationen wesentlich mehr Zelltod nachweisen oder sahen nur nekrotischen Zelltod
und gar keine Apoptose.[27;70] Fir Endometriumkarzinomzellen ist wenig Gber die Wirkung
von Taxanen in vitro bekannt. Shakuto et al. beschrieben fiir Docetaxel halbmaximale
Konzentrationen zur Wachstumshemmung in AN3 CA, KLE und HEC-1-A von 2,48 bis
82,4 ng/ml.[71]

Die verschiedenen Beobachtungen lassen sich wohl am ehesten durch die unterschiedliche
genetischen Ausstattung der Zelltypen erklaren, die beeinflusst, wo und wie die Zelle der
Blockierung der Mitose entgeht.[27] Hierneben ist offensichtlich auch von Bedeutung,
welche Methoden zur Detektion von Zelltod, Apoptose und Nekrose verwendet wurden.
Unterschiede in Zellkultur und Inkubationszeiten trugen wohl ebenfalls dazu bei. Andere

Gruppen untersuchten den Effekt von Taxanen nach kirzeren oder langeren Zeitintervallen
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bzw. im Zeitverlauf, wobei der sichtbare Effekt zumeist Uber ca. 48 bis 72 Stunden
anstieg.[21;24,;27;31;32;67;69;70] Fabbri et al. und Zeng et al. fanden nach 24 Stunden unter
Docetaxel ein Maximum an in G2/M arretierten Zellen, hiernach einen Anstieg in der Sub-
G1-Population, der nach 48 Stunden bereits sehr deutlich war, in Blasenkarzinomzellen bzw.
in Ovarial und Brustkarzinomzellen.[69;70] Dies machte es wahrscheinlich, dass wir unter
der verwendeten Inkubationszeit von 48 Stunden ein relativ addaquates Bild des Verhaltens
der Zellen wiederspiegeln konnten, auch wenn andere Gruppen Anstiege in der Sub-G1-
Population bis zu noch spateren Zeiten, teilweise 120 Stunden, beobachteten.[69] Nach
langerer Inkubationszeit ware zudem wieder mit einem Anstieg der sekunddren Nekrose zu
rechnen, was die Unterscheidung zwischen Apoptose und Nekrose als primaren Art der
Zelltodinduktion zusatzlich erschweren wiirde.[69] Die quantitative Bestimmung der
Apoptoserate wird generell dadurch verwischt, dass sich die Zellen wahrscheinlich asynchron
teilen und die Wirkung von Taxanen, besonders in geringen Konzentrationen, an bestimmte
Phasen des Zellzyklus gebunden ist.[27;33;69] Selbst wenn man davon ausginge, dass der
Stop der Mitose in allen Zellen gleich lang dauerte, wiirden nie alle fiir eine Konzentration
sensible Zellen gleichzeitig die Apoptose beginnen und so wird es vermutlich immer einen
gewissen Zeitintervall geben, in dem sich Apoptose und sekundare Nekrose (iberlappen.[69]

Durch Proliferation konnten wiederum, wie unter 4.1.1 beschrieben, auch Effekte im
Vitalitatsassay verschleiert worden sein.

Der Anstieg der Nekroserate schon unter geringen Konzentrationen Docetaxel in AN3 CA
ware auch durch sekunddre Nekrose erklarbar, da es hier bereits unter geringen
Konzentrationen zu einer relativ starken Apoptoseinduktion kam. Hinzukommend zeigte sich
diese Zelllinie in unserer Zellkultur ebenfalls als schnell proliferierend, sodass denkbar ist,
dass diese Zellen relativ schnell die kritische Phase im Zellzyklus erreichten, somit auch die
Apoptose relativ friih eintrat und nach 48 Stunden bereits ein Integritatsverlust der
Membran aufgetreten war, der anhand von Pl-positiven Zellen detektiert wurde.

Die Reduktion der Nekroserate in HEC-1-A konnte ebenfalls durch den Mikrotubuli
stabilisierenden Effekt hervorgerufen worden sein. Denkbar wadre, dass es durch
Wachstumshemmung zumindest (ibergangsweise zu einem verminderten Zellumsatz und
damit auch zu vermindertem Zelltod kam. Dieser Effekt war unter hheren Konzentrationen

nicht mehr sichtbar, moglicherweise durch die zytotoxische Wirkung des Taxans.
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Die unterschiedlichen Sensibilitditen fiir Docetaxel-induzierten Zelltod lassen sich am
einfachsten Uber Varianten in der genetischen Ausstattung der Zelllinien erkldren, das
Muster scheint jedoch in allen dhnlich zu sein.

Die klinisch erreichbare Plasmakonzentration betragt wahrend der Standardtherapie von 75
bis 100 mg/m? ungefahr 3 ug/ml und bleibt Gber 24 Stunden bei mehr als 0,01 ug/ml.[72]
Einen Hinweis darauf, dass die maximale Konzentration fiir das AusmaR der Zytotoxizitat von
groRerer Bedeutung ist als die Uber die Zeit gehaltenen Konzentrationen geben Fabbri et
al.[69] Unterstrichen werden diese Beobachtungen von Jordan et al., die fir
Zervixkarzinomzellline Hela nachwiesen, dass die Taxane in der Zelle akkumulierten und
Uber einen langeren Zeitraum ohne weitere Stimulation Konzentrationen von tber 4 pg/ml
in der Zelle messen konnten.[32;69] Auch wenn in vivo und in vitro Ergebnisse nicht direkt
miteinander verglichen werden dirfen, weil im Organismus die letztlich wirksame
Konzentration durch viele Faktoren beeinflusst wird und Taxane auch indirekt auf den Tumor
wirkende Effekte vermitteln konnen, beispielsweise eine Hemmung der Vaskularisierung,
wird hierdurch angedeutet, dass die von uns beobachteten Ergebnisse mit der Praxis in
Einklang zu bringen waren.[72] Die Erkenntnis, dass die Zelllinien unter klinisch erreichbaren
Konzentrationen fir das Chemotherapeutikum Docetaxel sensibel sind, welches auch in der
Therapie von Patientinnen mit Endometriumkarzinom erfolgreich zu sein scheint, deutet
darauf hin, dass sie fir in vitro Studien der Docetaxel-induzierten Apoptose im
Endometriumkarzinom generell geeignet sind und Docetaxel potentiell fir die

Kombinationstherapie mit TRAIL in Frage kommen kénnte. [73;74]

4.1.3 Docetaxel und TRAIL — gemeinsame Wirkung und maégliche Ursachen

Unter der Kombination von TRAIL mit Konzentrationen ab 0,1 pg/ml Docetaxel
beobachteten wir einer Zunahme an Zelltod in vier der flnf Zelllinien, vergleiche hierzu Abb.
12. In der Mehrheit der Experimente war dabei der Mittelwert der Effekte der Kombination
grofer als die Summe der Mittelwerte der Effekte unter Monostimulation. Dies deutet auf
eine synergistische Wirkung hin. Ein solcher Synergismus von Taxanen und TRAIL wird fir
verschiedenste Zelllinien, unter anderem Ovarial- und Brustkarzinomzellen beschrieben und

kann auf verschiedensten Ebenen stattfinden.[21;23;67;75]
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Eine verstarkte Expression von DR4 und 5 unter Docetaxel im Sinne einer Sensibilisierung,
wie flr Prostatakarzinomzellen beschrieben, konnten wir in der vorliegenden Arbeit nicht
nachweisen, vergleiche hierzu Abb. 15.[25] Das Expressionsprofil zeigte sich zwar
zelltypspezifisch gering verandert, jedoch war hierin kein kausaler Zusammenhang zu der
gemeinsamen Wirkung ersichtlich.

In dieser Arbeit untersuchten wir die Rezeptorexpression nach 48 Stunden. Nimmanapalli et
al. sahen eine verstarkte Expression nach 24 Stunden unter Paclitaxel und Docetaxel und
ebenfalls nach insgesamt 48 Stunden bei sequentieller Stimulation mit Paclitaxel gefolgt von
TRAIL. Viele andere Gruppen untersuchten Veranderungen durch Chemotherapeutika auf
Ebene der mRNA, was allerdings nicht unbedingt eine direkte Aussage lber die letztliche
Expression zuldsst, da Verdanderungen auch posttranskriptionell vermittelt werden
konnen.[22;25;76;77] Aus diesen Grinden erschien es uns am aussagekraftigsten, die
Rezeptorexpression auf der Zelloberfliche nach 48 Stunden zu bestimmen. Nicht
auszuschlieBen ist jedoch, dass es nach kirzerer Zeit Effekte gegeben hatte, die nach 48
Stunden bereits nicht mehr vorhanden waren, beispielsweise aufgrund des Untergangs
betroffener Zellen.

Die Veranderungen des Verhaltnisses der DR zu den DcR schienen in den Zelllinien, in denen
gemeinsame Zytotoxizitdit gemessen wurde, eher entgegen einer Sensibilisierung flir TRAIL
gerichtet. Ursachlich dafiir kénnte ein gewisser Selektierungseffekt durch den Docetaxel-
induzierten Zelltod gewesen sein. Eine Modifikation auf transkriptioneller oder
posttranskriptioneller Ebene ware ebenfalls nicht auszuschlieRen. Es ist beschrieben, dass
IL-8, welches in Reaktion auf Taxane in einigen Zelllinien verstarkt exprimiert wurde, in der
Lage ist, iber Hemmung der p38-MAPKinase in Ovarialkarzinomzellen die Expression von
DR4, weniger aber DR5, zu vermindern. [38;39] Denkbar ware, dass Uber einen dhnlichen
Mechanismus auch die Rezeptorexpression in diesem Fall reguliert wurde. Eine Verdanderung
der Expression der DcR durch Taxane ware Ulber die Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NFkB vorstellbar, wie beispielsweise fiir DcR1 beschrieben ist.[11;29] Aufgrund der relativ
geringen Veranderung ist eine bedeutende Regulation jedoch wenig wahrscheinlich. Zudem
erscheint die Modifikation zu gering, als dass sie eine signifikante Verminderung der
Sensibilitdt hervorgerufen haben konnte. Lediglich in HEC-1-A wies die Verdanderung des
Rezeptorprofils in Richtung einer Sensibilisierung. Allerdings waren auch hier die Effekte sehr

gering und in dieser Zelllinie lieBen sich als einzige keine signifikanten gemeinsamen Effekte
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von TRAIL und Doctaxel nachweisen. Zudem zeigte sich fur HEC-1-A in der TRAIL-
Dosistitration kein signifikanter Zelltod.

Man konnte weitergehend untersuchen, wie sich die Resistenz unter hoheren
Konzentrationen verhalt. Tomek et al. sahen beispielsweise fir 300 ng/ml TRAIL eine
Sensibilisierung in allen resistenten Ovarialkarzinomzellen durch Paclitaxel, wobei nicht
bekannt ist, ob diese Effekte auch unter geringeren Konzentrationen zu sehen gewesen
waren bzw. waren.[21] Die leichte Reduktion in der Zellzahl in HEC-1-A unter TRAIL allein im
Kombinationsversuch steht den Vorergebnissen entgegen und konnte sich durch kleine
Veranderungen in der Kultivierung der Zellen, wie héheren Passagierungen zu Beginn der
Experimente, d. h. in der TRAIL-Dosistitration, oder der zunehmenden Standardisierung der
Anwachszeiten im Verlauf der Experimente und daraus resultierenden geringen
Unterschieden im Konfluenzgrad ergeben haben. Dies kénnte darauf hindeuten, dass die
Zellen doch nicht vollstandig resistent sind. Da jedoch Apoptose- und Nekroserate durch
TRAIL in diesem Versuch wiederum nicht signifikant erhéht waren, haben wir diese Tatsache
nicht weiter verfolgt. Uber die Wirkung von Taxanen auf die TRAIL-Rezeptorexpression in
Endometriumkarzinomzellen ist nach unserer Kenntnis noch nichts Vergleichbares in der
Literatur beschrieben. Unsere Beobachtungen lassen darauf schlieRen, dass die Schnittstelle
von TRAIL und Docetaxel eher unterhalb der Rezeptorebene zu finden ist.

Auch die geringe Sensibilitat fur TRAIL lielS sich durch das Rezeptorprofil nicht erklaren.
Unsere Zellen exprimierten alle vier TRAIL-Rezeptoren, siehe hierzu Abb. 14, was sich mit
den Beobachtungen von Sadarangani et al. fiir HEC-1-A deckt.[14] Aus dem Verhiltnis der
DcR zu den DR lieR sich keine Vorhersage lber die Empfindlichkeit treffen, da beide Parteien
in ungefahr gleichem Ausmal} zu detektieren waren, die DR teilweise sogar etwas starker.
Darliber hinaus waren auch ECC-1-Zellen, die den DR5 in doppelt so hohem Ausmald
exprimierten wie die Ubrigen untersuchten Zelllinien, nicht sensibler gegenliber TRAIL-
induzierter Apoptose als die anderen Zelllinien. Diese Tatsache wird von vielen Autoren fiir
mehrere Gewebetypen beschrieben, dennoch fiihrte bei Prostatakarzinomzellen eine
Hochregulation dennoch zu einer starkeren Wirkung von TRAIL.[14;19;20;25] Natdlrlich
konnen wir nicht ausschlieRen, dass die Rezeptoren teilweise mutiert waren und ihre
urspriingliche Funktion verloren haben, allerdings soll dies seltener der Fall sein.[15] Eher
wahrscheinlich ist, dass auch die Ursachen der Resistenz auf anderer Ebene zu finden sind.

Hierfir kommen theoretisch verschiedene Molekile und Mutationen in Frage, die in
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unterschiedlichsten Zelltypen entdeckt und untersucht wurden und z. B. durch Chaudhry et
al. zusammengefasst werden.[6]

Mehrere Forschergruppen haben sich mit der Frage beschéftigt, auf welcher Ebene Taxane
mit dem TRAIL-Signalweg interagieren, auf welcher Ebene die Uberwindung der Resistenz
bzw. die Verstarkung der Apoptose induzierenden Wirkung durch Taxane stattfindet. Llobet
et al. detektierten eine erhohte Expression des mit Caspase-8 konkurrierenden Molekiils FLIP
in den Endometriumkarzinomzelllinien KLE und Ishikawa, welches die TRAIL-induzierte
Apoptose erheblich verminderte.[66] In Kolonkarzinomzellen und im hepatozelluldren
Karzinom konnten durch Chemotherapeutika, unter anderem (u.a.) 5 FU, die FLIP-Level
vermindert werden.[78;79] Ob es eine direkte Verbindung zwischen Taxanen und FLIP-Level
gibt, ware noch zu erforschen, allerdings konnten auch Tomek et al. eine durch erhéhte FLIP-
Level resistente Ovarialkarzinomzelllinie mit Taxanen fir TRAIL-induzierte Apoptose
sensibilisieren.[21] Demgegeniiber sahen Cuello et al. in chemoresistenten
Ovarialkarzinomzellen bei synergistischer Wirkung von Taxanen und TRAIL keine
Veranderungen auf FLIP-Ebene.[23] Auch in Endometriumkarzinomzellen ist die Verstarkung
Uber den intrinsischen Signalweg fir die Vollstreckung der Apoptose notwendig.[14]
Gehemmt durch FLIP kdnnte die Aktivitat der Caspase-8 nicht stark genug sein, um eine fir
die Einleitung von Apoptose ausreichende Freisetzung mitochondrialer Substanzen ins
Zytosol zu bewirken. Schlisselstelle fiir die Freisetzung von Substanzen aus dem
Mitochondrium ist in diesem Rahmen das Gleichgewicht aus anti-und proapoptotischen
Molekiilen der Bcl-2-Familie.[11]

Viele Endometriumkarzinomzellen haben Mutationen im PTEN-Tumorsuppressorgen wie
auch die Zelllinien AN3 CA und RL95-2, oder der PI3Kinase, die beide in der Regulation der
Akt-Kinase (AktK) eine Rolle spielen. Diese Mutationen sind im Allgemeinen mit einer standig
aktiven AktK verbunden, die vorwiegend Uberlebensférdernde Effekte vermittelt.[80-82] So
ist sie in der Lage, proapoptotische Bcl-2 Molekiile zu inaktivieren, dadurch den intrinsischen
Weg zu hemmen und zur Apoptoseresistenz beizutragen.[29] Durch Taxane konnen
verschiedene Kinasen aktiviert werden, darunter die cJNK, die ebenfalls Bcl-2 Molekiile
phosphorylieren kann, hierdurch wiirde allerdings das Gleichgewicht in proapoptotische
Richtung verschoben werden.[11;24;33] Dies konnte fiir den beobachteten Synergismus von
Bedeutung sein, wobei in diesem Kontext noch viele andere Faktoren potentiell eine

zusatzliche bzw. amplifizierende Rolle spielen kdnnten. In Endometriumkarzinomzellen sind
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hdufig Caspase hemmende XIAPs stark exprimiert, die wiederum das Level an PTEN
vermindern und so den AktK-Weg verstarken kénnen.[6;83;84] Dies ware beispielsweise fir
KLE denkbar, in denen hohe Level an XIAPs und aktiver AktK nachzuweisen waren.[85] Uber
den AktK-Signalweg ist zudem die Aktivierung von NFkB moglich, der an der Expression von
antiapoptotischen Genen, u. a. antiapoptotische Bcl-2 Molekilen und FLIP aber auch XIAP
selbst sowie anderen Caspase inhibierenden IAPs beteiligt ist.[11;29] Durch eine
unterstltzende Aktivierung des intrinsischen Signalwegs waren Taxane in der Lage, auch
diesem Resistenzmechanismus entgegen wirken zu kénnen, da hierbei neben Cytochrom C
auch Smac/DIABLO ins Zytosol freigesetzt wird, welches als Inhibitor der IAPs die
Caspaseaktivitdit nochmals verstarkt.[11] Durch eine Hemmung von XIAPS durch
Smac/DIABLO kénnte in Zellen mit entsprechender Konstitution so auch die XIAP-vermittelte
Aktivierung der Akt-Kinase vermindert werden, wodurch wiederum weniger NFkB und

andere antiapopotische Signalwege aktiviert werden wiirden.[11]
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Abb. 20: Mogliche Resistenzmechanismen in Endometriumkarzinomzellen

Ein moglicher Zusammenhang wird durch die Beobachtungen von Gagnon et al. bestarkt, bei
denen unter Taxol Level von XIAP und AktK in KLE und Ischikawa vermindert waren.[85]
HEC-1-A besalR keine konstitutiv aktive AktK.[84] Die Tatsache, dass in dieser Zelllinie als
einzige keine gemeinsamen Effekte signifikant wurden, unterstreicht eine mogliche
Bedeutung des AktK-Wegs in den anderen untersuchten Zelllinien.

All diese Faktoren konnten einen Anteil an der Resistenz gegeniiber TRAIL und der
Uberwindung dieser durch Taxane bzw. an der synergistischen Wirkung beider Substanzen
haben. Sie sind jedoch im Zusammenspiel mit vielen anderen Signalwegen, vermittelt iber
andere MAPKinasen, p38 oder ERK, der PI3Kinase oder Raf-1, zu sehen, das noch nicht
vollstandig entworren ist.[29;86] Auf jeden Fall ergeben sich hieraus interessante
Ansatzpunkte fiir weitere Grundlagenforschung.

Mit diesen Experimenten zeigten wir, dass TRAIL zwar nicht allein, aber in Kombination mit

Taxanen eine zytotoxische Wirkung auf endometriale Adenokarzinomzellen ausiibte, die den
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Effekt des Chemotherapeutikums allein liberstieg. Mit geringen Konzentrationen, die in vitro
mehr Apoptose als Nekrose auslésen, also theoretisch in vivo wenig zusatzliche
Entzlindungsreize setzen sollten, konnte TRAIlL-induzierte Apoptose verstirkt und die
Zellzahl deutlich vermindert werden. Diese Ergebnisse weisen auf eine mogliche Bedeutung
von Taxanen in der TRAIL-induzierten Apoptose auch bei primar TRAIL-resistenten

Endometriumkarzinomzellen hin, im Sinne einer Sensibilisierung bzw. Verstarkung.
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4.2 Chemokinfreisetzung und Modifikation

4.2.1 Sekretion von IL-8 und Veranderung unter TRAIL und Docetaxel

Bereits im unbehandelten Zustand sezernierten drei unserer Zelllinien das Chemokin IL-8,
vergleiche hierzu Abb. 16. Dies passt zu den Beobachtungen von Berry et al., die fir HEC-1-A
ebenfalls IL-8 im Uberstand nachwiesen, und auch dazu, dass im Serum von Patientinnen mit
Endometriumkarzinomen erhdhte IL-8 Konzentrationen gemessen werden konnten.[44;87]
Das Interleukin-8-Level  scheint  positiv. mit der Progression und dem
Metastasierungsverhalten zu korrelieren.[44] Die Tatsache, dass IL-8 als autokriner
Wachstumsfaktor von endometrialen Stomazellen standig exprimiert wurde, lasst die
Uberlegung zu, dass es eine solche Funktion auch auf die Endometriumkarzinomzellen haben
konnte, wie es bei Melanomen der Fall war.[44;45;88] In Ovarialkarzinomzellen
beobachteten Lee et al. im Gegenteil eine Hemmung der Proliferation durch IL-8.[47] Eine
mogliche Férderung der Resistenz gegeniliber TRAIL Gber Induktion von cFLIP sollte ebenfalls
nicht auler Acht gelassen werden, denn ebenso wie in Prostatakarzinomzellen, war auch in
Endometriumkarzinomzellen cFLIP hoch exprimiert.[36;66] Da allerdings nur bei drei der funf
Zelllinien eine Ausschittung von IL-8 im Normalzustand detektierbar war, scheint dies als
hauptsachlicher Resistenzmechanismus eher unwahrscheinlich. Fiir KLE, die sehr hohe Level
an IL-8 exprimierten und bei denen gleichzeitig cFLIP einen bedeutenden
Uberlebensfordernden Faktor darstellte, ware ein Zusammenhang jedoch durchaus
denkbar.[66]

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass TRAIL die Freisetzung von IL-8 auch
in zumindest einigen Endometriumkarzinomzelllinien verstarkte, vergleiche hierzu Abb. 17,
wie es bereits fur einige andere Karzinomzellen nachgewiesen wurde.[16;36]

Auch Docetaxel scheint die Expression zu stimulieren. Einen solchen Effekt haben Lee et al.
in  Ovarial- und Kolonkarzinomzellen fir Paclitaxel beobachtet, in einigen
Ovarialkarzinomzelllinien konnten sie sogar eine Taxol-responsive Stelle im IL-8-
Promotorgen identifizieren.[38] Dagegen fanden Zhao et al. in Brustkarzinomzellen unter
Stimulation mit Docetaxel die Expression von IL-8 in vivo und in vitro vermindert.[89] Hierbei
wurde allerdings von der Gesamtmenge an Protein ausgegangen, wohingegen wir die

Proteinkonzentration auf die Zellzahl normalisierten, um uns dem Verhalten der einzelnen
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Zelle zu ndhern. Da durch die Therapie bei Zhao et al. die Tumormasse stark reduziert wurde,
konnte die IL-8-Sekretion pro Zelle ebenso gar nicht verandert bzw. sogar erhoht gewesen
sein.[89] Eine Regulation durch Taxol auf transkriptioneller Ebene konnten Lee et al. fir
Brustkarzinomzellen nicht nachweisen.[41] Im Gegensatz dazu maen Pusztai et al. erhohte
Serumkonzentrationen im Rahmen der Standard-Hochdosis-Paclitaxel-Therapie bei
Brustkarzinompatientinnen.[90] Vor dem Hintergrund, dass IL-8 besonders im
inflammatorischen Kontext von vielen Zellen ausgeschiittet wird, kann hieraus jedoch nur
bedingt ein Riickschluss auf eine Reaktion der Karzinome gezogen werden.[38]

Die Kombination von TRAIL und Docetaxel hatte in allen Zelllinien einen weitaus groBeren
Effekt auf die Expression des Zytokins als die Einzelstimulation, daher lasst sich hier eine
mindestens additive Wirkung vermuten. Dies konnte darin begriindet sein, dass beide
Stimuli parallel Signalwege zur Induktion anschalten. Denkbar ware aber auch, dass sich die
von beiden angeschalteten Signalwege kreuzen, und hierdurch verstarken. Eine mogliche
Schnittstelle kénnte beim Transkriptionsfaktor NFkB liegen, welcher durch TRAIL, aber auch
durch Paclitaxel aktiviert werden kann und fiir die Expression von IL-8 notwendig zu sein
scheint.[29;36;38;91] Die Tatsache, dass in ECC-1 unter TRAIL allein kein Interleukin-8 zu
detektieren war, unter der Kombination von Docetaxel mit TRAIL allerdings wesentlich
hohere Werte messbar waren als unter Docetaxel allein, sprache fir diese Theorie, ginge
man davon aus, dass der durch TRAIL generierte NFkB die Docetaxel-abhdngige Expression
von IL-8 unterstitzt. Ob Docetaxel direkt an den Promotor binden kann, ldsst sich nur tGber
die Homologie zur Schwestersubstanz Paclitaxel vermuten. Uber eine responsive Stelle im
Genom der Endometriumkarzinomzellen war uns nichts bekannt. Die Modifikation der
Expression konnte ebenso posttranskriptionell stattgefunden haben.[38] Hier ware
interessant zu differenzieren, ob sich die Effekte spezifischer TRAIL-Rezeptoragonisten von
denen des rekombinanten TRAILs unterscheiden und ob die Stimulation der
Interleukinexpression moglicherweise weniger stark ware, wenn der DcR2 nicht aktiviert
werden wide.

Bei der Beobachtung, dass Docetaxel und TRAIL allein und in Kombination die Ausschittung
von Interleukin-8 stimulieren, muss daran gedacht werden, dass durch eine
Kombinationstherapie potentiell die Tumorprogression unterstiitzt werden kdnnte, wie
oben beschrieben. Hier wiaren weitere Untersuchungen zum Verhalten der

Endometriumkarzinomzellen unter dem Interleukin, besonders auch in vivo, aufschlussreich,
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um auf der einen Seite Effekte rund um das entziindliche Mikromilieu beurteilen zu kénnen
— bspw. konnten Lee et al. fir das Ovarialkarzinom unter dem chemotaktischen IL-8 eine
Tumorregression beobachten, die positive mit dem Ausmal der Infiltration durch
Entziindungszellen korrelierte.[47] Auf der anderen ware es so moglich, eventuelle
progressionsfordernde Effekten, bspw. eine proangiogenetische Wirkung, wie beim NSCLC,

zu erforschen.[46]

4.2.2 Sekretion von RANTES und Veranderung unter TRAIL und Docetaxel

Eine basale Sekretion von RANTES konnten wir fiir alle Zelllinien nachweisen, siehe hierzu
Abb. 18. RANTES-Level scheinen vor allem positiv mit Invasivitat, Aggressivitat und
Proliferation zu korrelieren, was durchaus zu unseren Beobachtungen passt, in denen sich
HEC-1-A als schnell proliferierende Zelllinie zeigte.[43]

TRAIL flahrte zu keiner Verstarkung der Ausschiittung. Eine solche konnten bspw.
Levina et al. flir eine Brustkarzinomzelllinie nachweisen, jedoch nicht fiir Ovarial- und NSCLC-
Zelllinien, was auf Zelltypspezifitat hindeutet.[16]

Uber eine Regulation von RANTES durch Taxane ist unserem Wissen nach in der Literatur
nichts beschrieben. Die freisetzungssteigernden Effekte, die besonders bei AN3 CA deutlich
zu sehen waren, kénnten durch eine gemeinsame Aktivierung von NFkB bewirkt sein, wie
schon fir IL-8 unter 4.2.1 diskutiert, denn NFkB wird auch in der Expression von RANTES
eine Bedeutung zugesprochen.[42;92] Die zusatzliche Stimulation der Expression durch
Docetaxel scheint eine eher unglinstige Entwicklung zu sein. Allerdings konnten wir starke
Effekte lediglich in einer Zelllinie beobachten. Es ware demnach zunachst interessant zu
sehen, wie sich die Expression von RANTES in primarem Endometriumkarzinomgewebe
verhdlt und ob RANTES hier liberhaupt einen stimulierenden Einfluss auf die Proliferation
hat.

In vivo wird der immunmodulatorischen Funktion ein besonderes Gewicht
zugeschrieben.[43] RANTES wirkt chemotaktisch auf verschiedene T-Zellen, die wiederum
negativen oder positiven Einfluss auf das Tumorwachstum nehmen kdénnen.[43] Dies scheint
davon abzuhdngen, ob vorwiegend zytotoxische T-Lymphozyten und T-Helferzellen vom
Typ 1 (Thl-Zellen), oder eher inflammationshemmende T-Helferzellen vom Typ 2 (Th2-

Zellen) und regulatorische T-Zellen das entziindliche Infiltrat dominieren.[43] Eine starke
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Leukozytenantwort war beispielsweise beim NSCLC mit einer guten Prognose assoziiert, bei
einigen Melanomzellen und bei Brustkarzinomzellen waren hohe Level des Chemokins mit
einer verstarkten Aggressivitdt und fortgeschrittenem Stadium verbunden.[43] Auch eine
mogliche RANTES-induzierte Stimulation von Makrophagen und Monozyten zur Produktion
von MMPs bzw. proangiogenetischen Faktoren konnte von Bedeutung sein, neben weiteren
Ansatzpunkten, die sich aus dem Zusammenspiel der Immunzellen ergeben.[43] Weitere
Untersuchungen waren hilfreich, um Hinweise darauf zu erhalten, wie sich das entziindliche
Mikromilieu von Endometriumkarzinomen unter RANTES in vivo verhdlt und welchen

Einfluss dies auf die Tumorprogression hat.

4.2.3 Sekretion von MCP-1 und Veranderung unter TRAIL und Docetaxel

MCP-1 wurde nur von drei der untersuchten Zelllinien sezerniert, vergleiche hierzu Abb. 19.
MCP-1 wird mit Proliferation, Invasivitdt und Migrationsaktivitat, bspw. in Prostata- und
Brustkarzinomzellen, in Verbindung gebracht.[43] Besonders bedeutsam scheint jedoch die
chemotaktische Wirkung zu sein, sodass die starke Expression und Regulation unter TRAIL
und Docetaxel bei KLE vor allem in vivo eine Rolle spielen kdnnte.[43] MCP-1 zeigte sich an
der Anlockung von regulatorischen T-Zellen und Th2-Zellen beteiligt, die die zytotoxische
Th1-Antwort supprimieren kdnnen.[43] Zudem spielte es eine bedeutende Rolle bei der
Rekrutierung der Tumor-assoziierten Makrophagen (TAM).[43] Hohe Level an MCP-1 und
TAM wurden beim Brust- und Osophaguskarzinom mit einer schlechten Prognose und
Lymphknotenmetastasen, beim Melanom und Pankreaskarzinom dagegen mit einer starken,
gegen den Tumor gerichteten, Immunantwort und einer guten Prognose assoziiert.[43] Auf
der anderen Seite waren niedrige Level an MCP-1 und TAM auch beim Melanom mit
Tumorprogression verbunden.[43] Zudem koénnte, ebenso wie bei RANTES beschrieben, auch
bei MCP-1 die Stimulation von MMPs und proangiogenetischen Faktoren eine Rolle
spielen.[43]

Unter TRAIL oder Docetaxel allein kam es nur bei RL95-2 zu einem schwachen Anstieg der
MCP-1-Freisetzung. Eine regulatorische Funktion von TRAIL auf die Sekretion ist fir
Pankreaskarzinomzelllinien beschrieben, und erhéhte Serumlevel des Chemokins waren bei

Patientinnen mit Ovarialkarzinomen nach Taxol-Therapie zu beobachten.[37;93]
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Unter kombinierter Simulation lasst sich bei RL95-2 wiederum ein additiver Effekt erahnen,
bei KLE erscheint dieser sogar groRer als rein additiv zu sein und spricht daher fiir eine
synergistische Wirkung. Darlber, ob hierbei ebenfalls Signalwege eine Rolle spielen, die zu
einer Aktivierung von NFkB flihren, wie fir IL-8 unter 4.2.1 diskutiert, ist uns nichts bekannt.
Interessant ware auch hier ein Vergleich dieser Ergebnisse mit Effekten einer selektiven
Stimulation durch Rezeptoragonisten.

Um genauere Aussagen Uber die Bedeutung unserer Ergebnisse machen zu kénnen, miissten
auch hier weitere Untersuchungen zum Verhalten der Endometriumkarzinomzellen unter
MCP-1 durchgefiihrt werden. Besonders interessant scheint auch hier zu erforschen,
welchen Einfluss MCP-1 auf das entziindliche Mikromilieu beim Endometriumkarzinom in

vivo hat und wie sich Veranderungen des Milieus auf die Tumorprogression auswirken.

4.2.4 Bedeutung der Modifikation des Chemokinprofils durch TRAIL und
Docetaxel - zusammenfassend

Wir haben gezeigt, dass die drei vorwiegend proinflammatorischen Chemokine IL-8, RANTES
und MCP-1 in den Endometriumkarzinomzellen in unterschiedlichem AusmaR exprimiert
wurden und TRAIL und Docetaxel die Sekretion beeinflussten. Besonders die Kombination
von TRAIL und Docetaxel flihrte zu einer verstarkten Freisetzung.

Um die Bedeutung dieser Ergebnisse einschatzen zu kdnnen, sind weitere Untersuchungen
notwendig, da die Wirkung der Zytokine stark von Zelltyp und Gewebe abzuhdngen scheint
und so nur Vermutungen Uber die Reaktion von primdarem Endometriumkarzinomgewebe
anstellbar sind.[43] Zudem sollte daran gedacht werden, dass sich Effekte einer selektiven
Stimulation mit TRAIL-Rezeptoragonisten moglicherweise von denen unter TRAIL
unterscheiden.

Eine grofRere Bedeutung scheint vor allem die Modulation des entziindlichen Mikromilieus
durch die Zytokine zu haben.[43] So kdnnte auch beim Endometriumkarzinom eine
spezifische oder auch allgemeine Stimulation von Entzlindungszellen sich potentiell gegen
den Tumor richten, ihn allerdings ebenso in der Progression unterstiitzen. Auch dies misste
am Beispiel des Endometriumkarzinoms in vivo genauer untersucht werden. Die
Verwendung von DR-Agonisten kénnte hier noch einen zusatzlichen Effekt haben: Es konnte

gezeigt werden, dass allein die Bindung der Antikdrper zunédchst eine unspezifische
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Immunantwort stimulierte, die dann eine spezifische CTL-Antwort induzierte, wodurch

letztlich auch TRAIL-resistente Zellen getotet und die Neubildung von Metastasen gehemmt

wurde.[94]
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die zytotoxischen Effekte von rekombinantem
TRAIL und dem Chemotherapeutikum Docetaxel auf endometriale Adenokarzinomzelllinien
unter kombinierter Stimulation wesentlich starker als unter Einzelstimulation waren.

TRAIL ist fur seine selektive Induktion von Apoptose in Tumorzellen bekannt. Doch obwohl
fur alle untersuchten Zelllinien eine Expression der Todesrezeptoren DR4 und 5 durch
Farbung mit monoklonalen Antikorpern duchflusszytometrisch nachgewiesen werden
konnte, induzierte TRAIL allein kaum Apoptose. In Kombination mit Docetaxel zeigten sich
eine verstarkte Reduktion der Zellzahl im Vitalitdtsassay sowie ein Anstieg der Apoptose-
und Nekroserate in FACS-Analysen. Hierbei deuteten sich synergistische Wirkweisen an.

Eine ursachliche Veranderung des Rezeptorprofils durch Docetaxel war nicht zu erkennen.
Die Schnittstelle liegt moglicherweise auf einer anderen Ebene.

Auch die Freisetzung der Chemokine IL-8, MCP-1 und RANTES, gemessen mittels spezifischer
ELISAs, wurde durch Docetaxel und TRAIL - besonders stark in Kombination — stimuliert. Dies
kdnnte sich sowohl positiv als auch negativ auf die Tumorprogression auswirken, was im
inflammatorischen Kontext in vivo zu untersuchen ware.

Insgesamt unterstreichen diese Ergebnisse, dass eine Kombination von Taxanen mit TRAIL
bzw. TRAIL-Rezeptor aktivierenden Antikorpern das Potential hat, in der Therapie von
Endometriumkarzinomen eine Rolle zu spielen. Besonders bei fortgeschrittenen,
rekurrenten und Typ Il Karzinomen, bei denen der adjuvanten Polychemotherapie durch
Toxizitat, Nebenwirkungen und Resistenzentstehung Grenzen gesetzt sind, eréffneten sich
hierdurch neue Perspektiven. Denkbar ware, dass durch die Kombination mit TRAIL die Dosis
an Chemotherapeutika reduziert werden kann. Zudem besteht Aussicht, dass durch
zusatzliche Wirkmechanismen das Primaransprechen erhéht und die Entstehung von
Resistenzen vermindert bzw. verzogert werden kdnnte.

Es scheinen jedoch nicht alle Endometriumkarzinomzellen gleich auf diese Stimulation
anzusprechen. Das macht den Bedarf nach individualisierter Medizin deutlich. Um diesen
Ansatz weiter zu verfolgen, ware es von Vorteil, die molekularbiologischen Mechanismen
besser zu verstehen, um prognostische Marker fiir ein Ansprechen zu finden und die

Therapie zu optimieren. Hierfir ist weitere Grundlagenforschung notwendig.
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