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Zusammenfassung/Abstract

Zusammenfassung

Die Tatsache, dass sich viele maligne Melanome resistent gegentber dem
tumorselektiven Liganden TRAIL (tumor necrosis-related apoptosis-inducing ligand)
verhalten, erfordert erweiterte Ansatze in der Melanomtherapie. Durch die
Untersuchungen, die mit 18 unterschiedlichen Melanomzelllinien durchgefthrt wurden,
konnte gezeigt werden, dass die TRAIL-Suszeptibilitit unabhéngig vom jeweiligen
Tumorprogressionsstadium ist, und dass die Kostimulation mit einer sublethalen UVB-
Dosis ubiquitar eine stark synergistisch sensibilisierende Auswirkung auf die TRAIL-
resistenten Melanomzellen hat. Es zeigte sich hierbei, dass das TRAIL-
Rezeptorexpressionsmuster (Agonisten versus Antagonisten) nicht ausschlaggebend
fur das Apoptoseverhalten der Melanomzellen ist. Vielmehr scheinen intrazellulare
Mechanismen fur die unterschiedliche Suszeptibilitdt gegentber TRAIL verantwortlich
zu sein. Intrazellulare Studien zeigten schliel3lich, dass die grundsatzliche TRAIL-
Sensitivitat durch Caspase-8-Spaltung und -Aktivitat determiniert wird. Die UVB-
induzierte Sensitivierung resistenter Zellen hingegen wird auf dem Niveau von
Caspase-3 und XIAP entschieden. So geht die UVB-induzierte Sensitivierung mit einer
verstarkten XIAP-Depletion und vollstdndiger Caspase-3-Prozessierung vom 21 kD
Fragment in das katalytisch aktive 17 kD Fragment sowie dessen Aktivierung einher.

Parallel zur XIAP-Depletion zeigte sich eine ebenfalls deutlich zunehmende
Degradierung des NF-kB-Inhibitors IkBa. Da NF-kB ein Transkriptionsfaktor ist, der
durch die Aufregulierung anti-apoptotischer Gene wie XIAP Apoptoseresistenz
vermittelt, konnte so der TRAIL-induzierten Apoptose entgegengewirkt werden.
Andererseits ist bekannt, dass NF-kB in Anwesenheit von DNA-schadigenden Agenzien
seine Eigenschaften an selektiven Promotoren andert und so von einem Aktivator in
einen Repressor dieser Gene konvertiert. Im Rahmen dieser Arbeit konnte bestatigt
werden, dass eine NF-kB-Freisetzung nach TRAIL und UVB-Kostimulation zu einer
transkriptionellen Repression u.a. des XIAP-Gens fuhrt und damit maf3geblich zu
dessen zytosolischer Depletion und der Sensitivierung gegeniiber TRAIL-induzierter
Apoptose beitragt. Die Schlusselrolle von XIAP in der Suszeptibilitdt von Melanomzellen
gegenuber TRAIL konnte durch Uberexpressions- und ,knock down,- Versuche von
XIAP  eindeutig  bestatigt werden. Durch  Uberexpression einer IkBa
Superrepressorvariante konnte schlie3lich die Abhéngigkeit der XIAP-Depletion und der

Apoptose-Sensitivitat von NFkB bestatigt werden. XIAP scheint also die entscheidende
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Zusammenfassung/Abstract

Rolle bei der Vermittlung der TRAIL-Resistenz in allen hier untersuchten
Melanomzelllinien zu spielen. Die Entschliisselung dieses ubiquitdren, molekularen
Sensitivierungsmechanismus durch Kombinationstherapie mit UVB zeigt neue
Moglichkeiten wie die TRAIL-Resistenz im Melanomsystem durchbrochen werden kann
und bietet somit die Basis fur neue Therapieansatze zur erfolgreichen Bekdmpfung des

malignen Melanoms.
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Zusammenfassung/Abstract

Abstract

The fact that a lot of malignant melanoma are resistant against the tumor-selective
death ligand TRAIL (tumor necrosis-related apoptosis-inducing ligand) required an
extension of approaches in the development of successful melanoma therapies. By
analysing 18 melanoma cell lines it could be shown that TRAIL susceptibility is
completely independent of the tumor progression stage, and that co-exposure to a
sublethal ultraviolet B (UVB) light dose ubiquitously induces astrong synergistic,
sensitization to TRAIL of initially resistant melanoma cells. In this context the TRAIL-
receptor expression pattern (agonist versus antagonist) proved to be not crucial
regarding the apoptotic behaviour of melanoma cells. In fact intracellular mechanisms
appeared to be rather responsible for the different TRAIL susceptibility. Finally
intracellular studies pointed out that the basic TRAIL sensitivity is determined by
caspase-8 cleavage and activity. However, the UVB-induced sensitization of TRAIL
resistant cell lines is determined at the level of caspase-3 and XIAP. The UVB induced
sensitization coincides with enhanced XIAP depletion and complete caspase-3
processing from the p21 fragment into the catalytically active p17 fragment as well as its
activation. In parallel to the XIAP depletion a significantly increasing degradation of the
NF-kB-inhibitors IkBa also occurred . Due to the fact that NF-kB is a transcription factor
which mediates apoptosis resistance by upregulation of antiapoptotic genes like XIAP, it
may therefore counteract TRAIL induced apoptosis. On the other hand it is known that
NF-kB changes its characteristics at selective promoters in presence of DNA damaging
agents and so converts from an activator into a repressor of these genes. The present
thesis confirms that NF-kB release after TRAIL und UVB costimulation leads to
transcriptional repression of the XIAP gen and so significantly contributes to its cytosolic
depletion and sensitization against TRAIL induced apoptosis. The major role of XIAP in
determining TRAIL susceptibility of melanoma cell lines could be univocally confirmed
by XIAP overexpression and ,knock down, experiments. Finally the dependence of
XIAP depletion and apoptosis sensitization via NF-kB could be confirmed by
overexpression of a IkBa superrepressor variant. XIAP plays a crucial role in the
mediation of TRAIL resistance in all melanoma cell lines which have been analysed in
this study. The decoding of this ubiquitous molecular mechanism of sensitization by

UVB in combination therapy offers new possibilities how TRAIL resistance in the
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Zusammenfassung/Abstract

melanoma system can be overcome and provides the basis for new therapeutic

approaches for a successful combat of malignant melanoma.
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I. Einleitung

l.  Einleitung

1.1  Aufbau und Funktion der Haut

Die aufRere Haut gliedert sich in drei Hauptschichten:
Oberhaut (Epidermis)
Lederhaut (Dermis oder Corium)
Unterhaut (Subcutis)

Die Epidermis besteht zu 90% aus Keratinozyten, den eigentlichen Epidermiszellen. Die
Melanozyten sind die Pigmentzellen der Haut und liegen auf der Basallamina der
Epidermis auf. Die Hauptaufgabe der Melanozyten besteht in der Versorgung der
Keratinozyten mit Melanosomen und dem darin enthaltenen Pigment Melanin. Der
Transfer der Melanosomen zu den epidermalen Keratinozyten findet Uber die
sogenannte Pigmentierungseinheit (ein Melanozyt pro 36 Keratinozyten) statt. Durch
Phagozytose nehmen die Keratinozyten die Melanosomen auf (Fritsch, 2004). Das
freigesetzte Melanin legt sich zum Schutz der DNA um die Zellkerne und schiitzt so vor
DNA-Schadigungen, die durch UV-Strahlung verursacht werden kénnen (Hsu et al.,
2002).

F= Melanozyten
Epidermis
Dermis R g AN Basallamina
e
_;::‘::—'—_' __-_';:_-:; -
E-"hhl]‘th B — -
-

Abbildung 1.1: Aufbau der Haut: Die Haut besteht aus drei Schichten: der Oberhaut (Epidermis), der
Lederhaut (Corium, Dermis) und der Unterhaut (Subkutis). Die Pigmentzellen (Melanozyten) der Haut
liegen auf der Basallamina der Epidermis (www.obagi.no/.../hudblokk-epidermis.jpg).
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I. Einleitung

1.2 Das Melanom

Das Melanom, auch schwarzer Hautkrebs genannt, ist eine hochgradig bdsartige
(maligne) Entartung der Melanozyten. Das maligne Melanom der Haut ist besonders
durch seine hohe Mortalitat charakterisiert, sowie durch eine gestiegene Inzidenz in den
letzten Dekaden (Jung, 1995). Der Tumor neigt dazu, friih Metastasen tber Lymph- und
Blutbahnen zu streuen und gilt daher als aufRerst gefahrlich. Von grof3er Bedeutung ist
neben dem hohen metastatischen Potenzial auch die Apoptoseresistenz. Diese fuhrt
sowohl zu einer verminderten Erkennung der Krebszellen durch das Immunsystem, als
auch zur Ineffizienz von Chemotherapeutika. Neue therapeutische Strategien werden
daher bendtigt, um die schlechte Prognose des malignen Melanoms zu verbessern.

1.2.1 Melanom-Progression

Die regelmallige Sonnenbestrahlung der Haut gilt als eine der Hauptursachen fir die
Entstehung von Hautkrebs. Wé&hrend der Tumorentwicklung entzieht sich die Zelle der
lokalen Wachstumskontrolle und den Apoptosesignalen, sie verandert ihr Mobilitats-
und Adhasionsverhalten und entwickelt neue Eigenschaften hinsichtlich
Matrixdegradierung und Immunabwehr. Diese Veranderungen sind mit Defekten in der
Signaltransduktion, der  Zellzykluskontrolle und der Deregulation von
Wachstumsfaktoren verbunden.

Die Progression vom Melanozyt zum malignen Melanom verlauft Gber fanf definierte
Stadien (Clark, 1991; Elder et al., 1993).

1. Als friheste, hyperplastische Lasion von Melanozyten wird der
melanozytare Navus  angesehen. Dieser differenziert selten spontan aus

(Schwannsche Differenzierung), kann aber auch manchmal entarten.

2. So kann sich aus einem angeborenen oder erworbenen Navus mit strukturell
normalen Melanozyten zunachst ein dysplastischer Navus mit strukturellen Atypien

entwickeln. Dieser ist ein potentieller Vorlaufer von Melanomen.

3. Die friheste Phase der Melanomentwicklung ist durch ein langsames Wachstum in

radialer Richtung gekennzeichnet und wird daher auch als frihe radiale
15



I. Einleitung

Wachstumsphase (RGP) bezeichnet. Diese Melanome zeigen noch kein invasives
Tumorwachstum und auch keine Metastasenbildung (Hsu et al., 2002).

4. Erst in der nachsten Stufe, der vertikalen Wachstumsphase (VGP) , durchdringen
die Melanomzellen die Basalmembran und gelangen in die Dermis und das subkutane
Gewebe. Somit sind sie zum invasiven Tumorwachstum und zur Metastasenbildung

fahig. AulRerdem treten hier genetisch und funktionell veranderte Populationen auf.

5. Das metastasierende Melanom (MM) kann dber Blut- und Lymphbahnen auch
entfernte Organe befallen (Meier et al.,, 1998), dies jedoch ohne weitere genetische
Veranderungen. Die Metastase bildet schlief3lich die letzte Stufe der Tumorprogression:
einzelne Zellen haben sich abgesiedelt und in entfernten Geweben einen zweiten
Krankheitsherd gebildet.

Metastatisches
Melanom

Melanom
(vertikale Wachs-
" ~ - tumsphase)

Melanoblast ’ Melanom
(radiale Wachs-
s tumsphase

/(\ ?
// 4
4
Fd =
Unreifer L. -_? L’ Dyspl?stlscher
Melanocyt ~h Navus

N7
AN

F 4
rd
P .4 Normaler
P s Navus
s
7
Reifer
Melanocyt

Abbildung 1.2: Ubersicht tiber die Melanom-Progressionsstadien (Meier et al., 1998).

N
N
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~

1.3  Apoptose

Als Apoptose bezeichnet man die Eliminierung bestimmter Zellen durch den
programmierten Zelltod. Zuerst schrumpfen die Zellen, das Chromatin kondensiert und
die Zelle fangt an, Membranausstiilpungen zu bilden (membrane blebbing), die sich
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I. Einleitung

schlie8lich in Form von apoptotic bodies von der Zelle abschnuren. Anschlie3end
werden sie von Makrophagen phagozytiert (Kerr et al., 1972; Wyllie et al., 1980) und
verhindern so die Schadigung des Nachbargewebes (Fiers et al., 1999).

Abbildung 1.3: Morphologische Verdnderungen wahrend der Apoptose A: Zellschrumpfung
B: Chromatin Kondensation und Membranausstilpung C: Abschniirung der apoptotic bodies
D: Phagozytose (www.sgul.ac.uk/dept/immunology/~dash)

Nur wenn die Neubildung und die Eliminierung der Zellen im Gleichgewicht stehen,
bleibt der Organismus intakt. Gerat dieses Gleichgewicht auf3er Kontrolle, sind
krankhafte Erscheinungen die Folge, da die Apoptose eine wichtige Rolle bei der
Aufrechterhaltung der Gewebe-Homobostase, bei der Embryonalentwicklung, der
Neurodegeneration und der Krebsentstehung spielt (Cohen, 1991; Kerr et al., 1994,
Jacobson et al.,, 1997). Apoptose kann u.a. durch Zytokine, UV-Strahlung, freie
Radikale und durch Entzug von Wachstumsfaktoren induziert werden (Peter &
Krammer, 1998; Nunez et al., 1990; Wesselborg et al., 1999).

1.4  Caspasen sind der Motor der Apoptose

Das gemeinsame Ziel der unterschiedlichen, Apoptose auslésenden Wege ist die
Aktivierung von Cystein Aspartat-spezifischen Proteasen, den sogenannten Caspasen
(Kischkel et al., 2000; Sprick et al., 2000; Nunez et al., 1998). Caspasen werden
konstitutiv als Pro-Enzyme (Zymogene) im Zytoplasma synthetisiert. Die Zymogene
bestehen aus drei Untereinheiten: einer N-terminalen Prodoméne, sowie einer grol3en
(ca. 20 kD) und einer kleinen (ca. 10 kD) Untereinheit, welche durch eine Linker-Region
getrennt sind. Caspasen werden proteolytisch prozessiert, um ein aktives
Heterotetramer zu bilden, bestehend aus je zwei 20 kD/10 kD Heterodimeren mit einem
katalytischen Zentrum. Es wird zwischen zwei Caspase-Arten unterschieden: Initiator-
und Effektorcaspasen. Die Initiatorcaspasen, wie Caspase-8 und -9, besitzen eine
lange Prodomaéne, die es ihnen ermdglicht, mit den Todeseffektordomanen (DED) bzw.

den Caspase-Aktivierung-Rekrutierungsdoméanen (CARD) ihrer entsprechenden

17
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Adapterproteine zu interagieren. Die Effektorcaspasen, wie Caspase-3, -6 und -7,
besitzen dagegen eine kurze Prodoméne (Cohen, 1997). Die Effektorcaspasen werden
von den Initiatorcaspasen durch proteolytische Spaltung aktiviert (Stennicke & Salvesen
2000).

Asp-X Amp-X
Prodomiine p20 ¢ pl0  Pro

| I caspase

'

aktive
Caspase

Altive Zentren

Abbildung 1.4: Caspase-Prozessierung: Zuerst wird die Prodomane der Pro-Caspase abgespalten. Eine
nachfolgende Spaltung der grof3en Untereinheit von der kleinen fihrt zur einem aktiven Heterotetramer
mit 2 katalytisch aktiven Zentren (Haier).

Die Aktivierung von Effektorcaspasen resultiert in der Spaltung von sogenannten
Todessubstraten und fihrt schliel3lich zur DNA-Fragmentierung (Scaffidi et al., 1998).
Zu diesen Todessubstraten gehéren Enzyme und Proteine, die fiir das Uberleben der
Zellen essentiell sind. Durch die Spaltung von Substraten, wie z.B. PARP-1, kommt es
zur Inhibierung der DNA-Reparatur (Nicholson et al., 1995). Auch Apoptoseinhibitoren
wie die Bcl-2-Proteine oder der Caspase-8-Inhibitor c-FLIP werden durch Caspasen
gespalten (Irmler et al., 1997). Caspasen konnen Uber den extrinsischen

Todesrezeptorsignalweg und Uber den intrinsischen Stimulus aktiviert werden.

1.5 Der extrinsische Signalweg der Apoptose

Der extrinsische Signalweg der Apoptose wird durch die Aktivierung von
Todesrezeptoren ausgeldst. Charakteristisch fir die Todesrezeptoren der TNF-
Rezeptor-Superfamilie (TNF-R, TRAIL-R, Fas/CD95) ist das Vorhandensein einer

homologen cysteinreichen extrazellularen Domane, sowie einer zytoplasmatischen
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Todesdomane (DD) (Ashkenazi et al., 1998). Die Bindung homotrimerer Liganden
TNF , TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) und Fas Liganden (FasL) (Leong
& Karsan, 2000) an die entsprechenden Rezeptoren fuhrt zu deren Trimerisierung und
damit zur Aktivierung der intrazellularen DD (Peter ME & Krammer, 2000; Peter ME &
Krammer, 2003). Dadurch wird die Rekrutierung des Adapterproteins FADD (Fas
assoziiertes Protein mit Todesdomane) zur DD des Rezeptors vermittelt (Kischkel et al.,
1995). FADD besitzt neben der DD auch eine Todeseffektordoméane (DED), Uber die
dann die Procaspase-8 rekrutiert und unter Ausbildung des todesinduzierenden
Komplexes (death inducing signaling complex, DISC) autokatalytisch aktiviert wird
(Kischkel et al., 1995). Durch eine signalverstarkende Rickkopplung werden weitere
Caspase-8-Molekiile aktiviert, die im Folgenden durch die weitere proteolytische
Prozessierung von Effektorcaspasen, z.B. Caspase-3 und Caspase-7, letztendlich zur
Vollstreckung des programmierten Zelltodes fuhren (Scaffidi et al., 1998). Der
extrinsische Signalweg kann zusatzlich durch Zuschaltung des intrinsischen

Amplifikationsloops verstarkt werden.

TMNFoe
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Abbildung 1.5.1: TNF-Rezeptor Aktivierung: Nach Bindung des homotrimeren Liganden (TNF ) an den
Todesrezeptor bildet sich der DISC aus. Er besteht aus dem Adaptermolekil FADD, welches an die DD
rekrutiert wird und der Procaspase-8, welche an die ,death effector domain“(DED) von FADD bindet. Dies
fuhrt zur Aktivierung der Procaspase-8, die wiederum die Effektor-Caspasen aktiviert welche schlieflich
die Apoptose induzieren (www.sgul.ac.uk/dept/immunology/~dash).

Unter den Liganden zahlt TRAIL zu den potentesten Induktoren der rezeptorvermittelten
Apoptose. Neben der membranstandigen Form existiert eine durch enzymatische
Spaltung entstehende, I6sliche Form (Mariani & Krammer, 1998). TRAIL kann an vier
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unterschiedliche TRAIL-Rezeptoren binden, von denen nur die Rezeptoren TRAIL-R1
und -R2 das Rezeptor-vermittelte, apoptotische Signal weiterleiten kdnnen (LeBlanc &
Ashkenazi, 2003). TRAIL-R1 kann sowohl durch membrangebundenes, als auch durch
l6sliches TRAIL aktiviert werden. TRAIL-R2 hingegen benétigt zur Aktivierung
membrangebundenes TRAIL oder den ldslichen, durch vorheriges cross-linking mit
einem Antikérper quervernetzten Liganden (Wajant et al., 2001). Dem gegentber
stehen die antagonistischen Koderrezeptoren TRAIL-R3 und -R4. TRAIL-R3 fehlt die
zur Umwandlung des apoptotischen Signals notwendige, intrazellulare DD (Degli-
Esposti et al., 1997a; MacFarlane et al., 1997; Sheridan et al., 1997). TRAIL-R4 besitzt
nur eine trunkierte, intrazellulare Todesdoméne (Marsters et al., 1997), so dass kein

funktioneller DISC ausgebildet werden kann.

TRAIL-R1/DR4 TRAIL-R2/DR5 TRAIL-R3/DcR1 TR RADDER?
v

(§ J
Y
induzieren Apoptose keine apoptotische Signaltransduktion

A\

Abbildung 1.5.2: TRAIL-Rezeptor-Familie: Die Rezeptoren TRAIL-R1 und —R2 besitzen die DD, dem
dritten Rezeptor TRAIL-R3 fehlt die ganze und dem Rezeptor TRAIL-R4 ein Teil der intrazelluléaren DD.

Die Annahme, dass die Koderrezeptoren die Inhibierung der TRAIL-vermittelten
Apoptose induzieren und damit Tumorselektivitat vermitteln (Degli-Esposti et al., 1997a;
MacFarlane et al., 1997; Sheridan et al., 1997), konnte widerlegt werden, indem gezeigt
wurde, dass Zellen, auf deren Oberflache die Koderrezeptoren stark exprimiert wurden,
trotzdem sensitiv gegenuber TRAIL sind (Griffith et al., 1998b). Auch weitere Studien
mit spezifischen Antikdrpern gegen die unterschiedlichen TRAIL-Rezeptoren konnten
keine Korrelation zwischen der TRAIL-Resistenz von Zelllinien und der Kéderrezeptor-
Expression herstellen (Walczak & Krammer, 2000). Zusatzlich wurde auch postuliert,
dass die TRAIL-Sensitivitdt mit der TRAIL-R1/DR4-Expression zusammenhangt

(Kurbanov et al., 2005).
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Abbildung 1.5.3: TRAIL vermittelte Apoptose: Bindung des Liganden lost Trimerisierung der Rezeptoren
aus. Nach Bildung des DISC kommt es zur Caspase-8-Aktivierung. Die aktivierte Caspase-8 kann
Effektorcaspasen aktivieren oder Bid zu tBid spalten. Das trunkierte Bid kann die Apoptose Uber den
intrinsischen Signalweg auslésen, indem es die Apoptose durch Vermittlung der mitochondrialen
Disfunktion auslost.

1.6  Das anti-apoptische Protein FLIP (FLICE inhibie  rendes Protein)

Unter physiologischen Bedingungen stehen pro- und anti-apoptotische Proteine im
Gleichgewicht. Dieses Gleichgewicht kann durch Tumorerkrankungen gestort werden.
Die anti-apoptotischen Proteine FLIP und die Proteine der IAP-Familie wie c-IAP1, c-
IAP2 und XIAP, inhibieren selektiv die Caspaseaktivierung (Roy et al., 1997) und
vermitteln somit die TRAIL-Resistenz (Geserick et al., 2007; Ricci et al., 2004; Zeise et
al., 2004; Panner et al., 2005;). Es existieren zwei Splei3ing-Varianten von c-FLIP. Die
lange Form FLIP_ (55 kD) und die kurze Form FLIPs (27 kD). c-FLIP inhibiert die
Caspase-8 und damit die Rezeptor-induzierte Apoptose (Nagata, 1997). Diese
Inhibierung kommt durch die groRe Sequenzhomologie von FLIP zur Caspase-8 (Hu et
al., 1997) zustande. Durch diese Strukturahnlichkeit konkurrieren beide um die Bindung
an das Adapterprotein FADD. Durch die Interaktion von FLIP mit FADD wird die

Rekrutierung der Caspase-8 an den DISC verhindert (Hu et al., 1997; Kirchhoff et al.,
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2000; Scaffidi et al., 1999; Thome et al., 1997). c-FLIP kann aber auch direkt mit der
Procaspase-8 heterodimerisieren und sie dadurch inhibieren (Boldin et al., 1996; Irmler
et al., 1997; Tschopp et al., 1998). Die kurze Isoform FLIPs verhindert vollstandig die
Autoprozessierung, und durch FLIP. ist zwar die Abspaltung von p10 mdglich, aber die

weitere Prozessierung der Caspase-8 wird verhindert (Krueger et al., 2001a, b).

cFLIP,  [BED) DEE——(Catpascllkey 420 amino acids

cFLIP,  [BED——DED— 771 amino acids

Caspase-8  [DED LED WLaspase-like) 456 amino acids

Abbildung 1.6: Sequenzhomologie von FLIP zur Caspase-8: FLIP, und Caspase-8 weisen
Strukturdhnlichkeiten auf: beide besitzen zwei ,death effector* Domé&nen (DED) im N-terminalen Bereich
und eine Caspase-8-Homologie-Doméane im C-Terminus. Trotz ihrer Homologie besitzt FLIP_ keine
Caspase-Aktivitat (Hu et al.,, 1997). Im Gegensatz zu FLIP, besitzt FLIPs keine Caspase-Homologie-
Domane (Tschopp et al., 1998) (www.nature.com/.../v6/n3/fig_tab/nril787 F2.html).

Uber die Funktion von c-FLIP gibt es gegensatzliche Aussagen. Dessen Einfluss auf die
Regulation der rezeptorvermittelten Aktivierung von Caspase-8 kann sowohl
inhibitorisch als auch aktivierend sein (Chang et al., 2002; Micheau et al., 2002). Eine
selektive Herunterregulierung von FLIP_ und FLIPs mittels RNA Interferenz (Sharp et
al., 2005) zeigte, dass in diesen Zellen mehr Procaspase-8 an den DISC rekrutiert,
prozessiert und aktiviert wird. Einige Arbeitsgruppen postulieren, dass eine Korrelation
zwischen der Expression von FLIP und der TRAIL-Resistenz existiert (Irmler et al.,
1997, Griffith et al., 1998a). Andere widersprechen dieser Behauptung. Obwohl FLIP
ein anti-apoptotisches Protein ist, gibt es auch Studien, die zeigen, dass die Expression
von FLIP in Melanomzelllinien nicht immer mit der TRAIL-Resistenz korreliert (Zhang et
al., 1999). Aber eine Herunterregulierung von FLIP mittels siRNA sensibilisiert
resistente Melanomzelllinien gegentber der TRAIL-induzierten Apoptose (Chawla-
Sarkar et al., 2004). Es handelt sich also nicht eindeutig um einen potenten
Resistenzfaktor. Allerdings fuhrt eine Herunterregulierung dieses Proteins immer zu
einer verstarkten Apoptose. Diese Tatsache macht man sich in der Melanomtherapie
zunutze. Das weit verbreitete Medikament Taxol induziert unter anderem
Herunterregulierung von FLIP (Safa AR et al., 2008) und wirkt somit der Tumorgenese

entgegen.
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1.7  Der intrinsische Signalweg der Apoptose

Der intrinsische Signalweg wird typischerweise durch chemotherapeutische
Arzneimittel, ionisierende Strahlung, UV-Strahlung, zellularen Stress oder den Entzug
von Wachstumsfaktoren induziert, kann aber auch alternativ der Aktivierung des
extrinsischen Signalweges nachgeschaltet sein (Green & Reed, 1998). Dabei aktiviert
Caspase-8 Bid, welches zu den pro-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie gehort.
Das trunkierte Bid (tBid) transloziert an die Mitochondrienmembran, wo es durch
Aggregation mit Bax oder Bak die Freisetzung von Cytochrom C und anderen pro-
apoptotischen Faktoren, wie Smac/DIABLO, in das Zytoplasma induziert (Belizario et
al., 2007; Hengartner et al., 2000). Die Permeabilisierung der Mitochondrienmembran
kann aber auch die Antwort auf bestimmte Todessignale wie UV und Zytostika sein, die
bereits ohne die Beteiligung des extrinsische Signalweges zur Freisetzung von
Cytochrom C genuigen (Dubrez et al., 2001; Henry et al., 2002). Durch die Bindung von
Cytochrom C und dATP an Apaf-1 (apoptotic protease activating factor 1) wird eine
Konformationsanderung des Proteins verursacht, wodurch die Proteinbindedoméne
CARD von Apaf-1 zuganglich wird, so dass sie sich an die CARD Doméane der
Procaspase-9 binden kann (Cain et al., 2000; Saleh et al., 1999). Dieser Komplex wird
Apoptosom genannt und stellt die aktive Form der Caspase-9 dar (Zou et al., 1997;
Riedl & Guy S Salvesen, 2007). Die aktivierte Caspase-9 kann andere Caspasen wie
Procaspase-3 und -7 aktivieren, die schliel3lich zum apoptotischen Tod der Zelle fihren
(Li et al., 1997; Green & Reed, 1998).
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Abbildung 1.7: Das Apoptosom: Das Cytochrom C interagiert mit Apaf-1 und bildet unter ATP Verbrauch
das Apoptosom, welches die autokatalytische Aktivierung der Procaspase-9 ermdglicht
(www.sgul.ac.uk/dept/immunology/~dash).

1.8 Das anti-apoptotische Protein XIAP (,X-linked i  nhibitor of apoptosis*)

Das am besten charakterisierte 1AP-Molekil ist das XIAP Protein. Die Mitglieder der
IAP-Familie besitzen mindestens eine BIR (baculovirus IAP repeat)-Domane, die
zustandig fur ihre anti-apoptotische Aktivitat ist (Deveraux et al.,, 1999a; Holcik &
Korneluk, 2001). XIAP und c-IAP1 besitzen zudem eine RING (really interesting new
gene)-Domane, wodurch sie in der Lage sind, als Ubiquitinligasen zu agieren, d.h. sie
sind fur die Ubiquitinierung und anschliel3ende Degradierung des Inhibitors und daran
gebundener Caspasen verantwortlich (Silke et al., 2005, Suzuki et al., 2001a, b; Yang
et al., 2000). Es wird diskutiert, ob sie neben dem proteolytischen Abbau durch die
Ubiquitinierung die Funktion der Zielproteine verédndern (Vaux & Silke, 2005). Zu den
Zielproteinen gehoéren gebundene Caspasen (Huang et al., 2000; Suzuki et al., 2001a,
b; Morizane et al., 2005) und der Apoptose-Regulator Smac/DIABLO (MacFarlane et
al., 2002; Hu & Yang, 2003; Ma et al., 2006).

XIAP ist in seiner anti-apoptotischen Funktion sehr potent. XIAP inhibiert spezifisch die
Caspasen-3, -7 und -9. Die Inhibierung wird durch unterschiedliche Bereiche des
Proteins vermittelt (Takahashi et al., 1998; Deveraux et al., 1999a). Die BIR3-Doméne

des XIAP bindet direkt C-terminal an die Linker-Sequenz der kleinen Untereinheit der
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Caspase-9 (Liston et al., 2001; Srinivasula et al., 2001). Die Caspasen-3 und -7 werden
N-terminal von der BIR2-Domane gebunden (Suzuki et al., 2001a; Scott et al., 2005).
XIAP ist in der Lage, aktivierte Caspase-3 zu ubiquitinieren und zu degradieren (Suzuki
et al., 2001b). Die Procaspase-3 (33 kD) wird zunachst durch Caspase-8 oder
Caspase-9 in zwei inaktive Fragmente gespalten, p21 und p12. Daran schlief3t sich die
autokatalytische Spaltung an, wobei das inaktive (p21) Fragment zum katalytisch
aktiven pl7 Fragment prozessiert wird (Han et al., 1997). XIAP kann diese
autokatalytische Spaltung verhindern, indem es das inaktive p21 Fragment bindet und
somit die Caspasekaskade blockiert (Han et al., 1997; Micheau & Merino, 2004).
AulRerdem kann es seinen Inhibitor Smac/DIABLO, sowie Caspasen polyubiquitinieren.
Diese Polyubiquitinierung erfolgt durch die bereits erwdhnte RING-Doméane von XIAP
(Kashkar et al., 2003; Morizane et al., 2005; Kluger et al., 2007; Carter et al., 2005).
Das mitochondriale Protein Smac/DIABLO kann wiederum die IAPs von den aktivierten
Caspasen l6sen und so den apoptotischen Prozess férdern (Du et al., 2000, Verhagen
et al., 2000, Srinivasula et al., 2001).

Caspase-3-Prozessierung

aktive Caspase-8/9

l 21 kD 12 kD

—:] — . - + [: inaktive Caspase-3

Procaspase-3 (33kD)
. (,X-linked inhibitor of
apoptosis* )

aktives inaktives
Fragment :] Fragment
(17kD) (21kD)
\@adDIABLo
APOPTOSE aktives
Fragment [:
(17kD) \

APOPTOSE

Abbildung 1.8: Caspase-3-Prozessierung: Die Procaspase-3 wird zuerst in zwei inaktive Fragmente (21
kD und 12 kD) gespalten. Die nachfolgende, autokatalytische Spaltung fuhrt zur Bildung des aktiven p17
Fragments. Das anti-apoptotische Protein XIAP verhindert die entscheidende Prozessierung des
inaktiven 21kD Fragments in das aktive 17kD Fragment. Smac/DIABLO kann allerdings XIAP
.neutralisieren” und die Apoptose dadurch induzieren.

25



I. Einleitung

Die NF-kB induzierte Uberexpression von XIAP steht im Zusammenhang mit der
TRAIL-Resistenz in Melanomen (Zhang et al., 2001). Die Expression von XIAP ist
signifikant héher in Melanomen als in benignen Proben, sowie héher in metastatischen
als in primaren Melanomen (Kluger et al., 2007). XIAP ist immunhistochemisch nahezu
dreimal haufiger in dicken (> 1.0 mm) als in dinnen (< 1.0 mm) Melanomen
detektierbar. Diese Ergebnisse geben einen Hinweis darauf, dass die XIAP Erhdhung
mit dem Anstieg der Melanomdicke und der Tumorprogression zusammenzuhangen
scheint (Emanuel et al., 2008).

Die Uberexpression von IAPs spielt somit eine wichtige Rolle bei der Apoptoseresistenz
von Tumorzellen. Sie inhibieren die Apoptose-Induktion durch Chemotherapeutika wie
Doxorubicin (Tirro et al., 2006) und Cisplatin (Li et al., 2001) oder auch nach UVB-
Bestrahlung (Grossman et al., 2001). Bei einer Vielzahl von malignen Erkrankungen
konnte eine erhéhte Expression der anti-apoptotischen IAP-Proteine festgestellt werden
(LaCasse et al., 1998; Yang et al., 2003). Dies wurde auch bei Melanomen (Vucic et al.,
2000) festgestellt. Die 1APs c-IAP-1, c-IAP2 und XIAP kdénnen durch NF-kB aufreguliert
werden (LaCasse et al., 1998).

1.9 Tumorselektivitat von TRAIL

TRAIL induziert die Apoptose vorwiegend in transformierten Zellen, normale Zellen
werden verschont (Wiley et al., 1995; Pitti et al., 1996; Ashkenazi et al., 1999; Kothny-
Wilkes et al., 1998; Walczak et al., 1999). Die Tumorselektivitit macht TRAIL
besonders interessant fur eine Anwendung als Krebstherapeutikum (Walczak et al.,
1999). Allerdings sollten die Einflisse der proinflammatorischen und der
immunmodulatorischen Zytokine auf die Apoptose hier ebenfalls berticksichtigt werden,
da Tumorzellen in vivo von Immunzellen umgeben sind, die konstant
proinflammatorische Zytokine sezernieren. Dadurch konnte die tumorselektive
Wirkungsweise von TRAIL beeinflusst werden. Diese Tatsache konnte in
transformierten Keratinozyten durch Koinkubation mit IL-1 bereits gezeigt werden. Die
TRAIL-Sensitivitat von transformierten Keratinozyten wurde durch die Kostimulation mit
IL-1 herabgesetzt (Kothny-Wilkes et al., 1998). Wurden die Keratinozyten allerdings mit
IL-1 und UVB kostimuliert, konnte eine verstarkte UVB-induzierte Apoptose festgestellt

werden (Kothny-Wilkes et al., 1999). Somit muss die Tumorselektivitat von TRAIL sehr
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differenziert betrachtet werden, da sich unterschiedliche Kostimulationen differenziell
auf das Apoptoseverhalten auswirken kdnnen.

Entsprechend kénnen nicht alle Tumore erfolgreich mit TRAIL therapiert werden. Auch
die meisten Melanomzelllinien weisen eine hohe Resistenz gegentber TRAIL auf.
Mogliche Griinde fur die Resistenz sind erniedrigte TRAIL-Rezeptor-Expressionsraten
(TRAIL-R1 und TRAIL-R2), verstarkte Expression an Koderrezeptoren (TRAIL-R3 und
TRAIL-R4), geringere Expressionsraten (oder Proteinmengen) wichtiger Caspasen
(Caspase-3/8) oder die Uberexpression anti-apoptotischer Proteine wie FLIP oder XIAP
(Zeise et al., 2004; Grotzer et al., 2000; Griffith et al., 1998a; Kashkar et al., 2003).
Allerdings sind chemotherapeutische Arzneimittel und ionisierende Strahlung in der
Lage, resistente Tumorzellen fir die TRAIL-induzierte Apoptose zu sensitivieren (Kim et
al., 2001; Lacour et al., 2001; Dejosez et al., 2000).

1.10 Die UVB-induzierte Apoptose

Die Ultraviolette Strahlung (UV) gehért zur der energiereichsten Strahlung des
sichtbaren Spektrums und kann in drei unterschiedliche Wellenlangen unterteilt werden,
die UVA, UVB und UVC Strahlung. Die UVB Strahlung des mittleren Spektralbereiches
(290 nm bis 320 nm) wird zu 90% von der Ozonschicht absorbiert und hat eine mittlere
Eindringtiefe in die Epidermis, wodurch in erster Linie Keratinozyten und Melanozyten
betroffen sind. Aufgrund seiner kirzeren Wellenlange ist die biologische Wirksamkeit
von UVB weitaus stérker als die von UVA. UVB-Strahlung kann Hautkrebs (Matsumura
et al., 2004), die Suppression des Immunsystems (Beissert & Schwarz, 1999), DNA-
Schaden (Kulms et al., 1999), Entzindungsprozesse und den programmierten Zelltod
(Apoptose) induzieren (Kulms & Schwarz, 2000; Young, 1987). Die UVB-induzierte
Apoptose dient also auch gleichzeitig als Schutzmechanismus, indem Zellen mit
irreparablem DNA-Schaden eliminiert werden, die sonst mdglicherweise entarten
konnten (Kraemer, 1997). Die UVB-Strahlung kann die Apoptose Uber verschiedene
Zellsignalwege auslosen. Einerseits intrazellular Uber die Induktion von DNA-
Schadigungen, andererseits tUber die Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS),
aber auch uber die Liganden-unabh&ngige Aktivierung von Todesrezeptoren (Aragane
et al., 1998; Kulms et al., 1999; Kulms et al., 2002; Pourzand et al.,1999). Der UVB-
induzierte DNA-Schaden ist dabei der wichtigste und entscheidende Initiator der UVB
vermittelnden Apoptose (Nakajima et al., 2004). Dabei kommt es zur Bildung von
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dimeren Photoprodukten zwischen zwei benachbarten Pyrimidinbasen: Cyclobutan-
Pyrimidin-Dimere (CPD) sowie zu [6-4]-Photoprodukten (Patrick, 1977; Kulms et al.,
1999; Nakajima et al., 2004). Die Bildung von reaktiven Sauerstoff-Spezies (ROS) spielt
eine wichtige Rolle bei der Apoptose. ROS kdnnen Biomolekile wie DNA, Lipide und
Proteine oxidieren (Lindahl, 1993). Durch die Lipidperoxidation kommt es neben
Strukturverdnderungen der Plasmamembran auch zu Schéadigungen der inneren
Mitochondrienmembran, wodurch die Cytochrom C Freisetzung ins Zytoplasma und
somit die Apoptose eingeleitet wird (Liang et al., 2000; Luo et al., 1998; De Kok et al.,
1994; Bongarzone et al., 1995).

Die immunsuppressive Wirkung des UVB wird bereits seit Jahren in der Medizin
eingesetzt. Unter Einfluss von UVB-Licht reagieren die Zellen sensibler, so dass sie
erfolgreich bei oberflachlichen Hauttumoren wie aktinischen Keratosen, Morbus Bowen,
oberflachlichen Basaliomen, aber auch entzindlichen Hauterkrankungen wie
Viruspapillomen oder Condylomata accuminata zum Einsatz kommen. Auch Kim et al.
postulierte diese immunsuppressive Wirkung von UVB in humanen, kolorektalen
Karzinomzellen, wodurch diese Zellen mit erworbener TRAIL-Resistenz durch UVB-
Strahlung sensibilisiert werden konnten (Kim SC et al., 2007). In vorangegangenen
Studien unserer Arbeitsgruppe konnte nachgewiesen werden, dass sublethale UVB-
Dosen TRAIL-resistente Melanomzellen sensibilisieren. AufRerdem konnte eine
synergistisch gesteigerte Apoptose in TRAIL-sensitiven Zellen beobachtet werden
(Zeise et al., 2004).

Diese sublethale UVB-Bestrahlung stellt somit eine wichtige Behandlungsmdéglichkeit
fur Patienten dar, die an Hautkrebs erkranken. Im Vergleich zu einer Behandlung mit
chemotherapeutischen  Arzneimitteln oder ionisierender Strahlung sind die
Nebenwirkungen der sublethalen UVB-Dosis &uf3erst gering. Tumorerkrankungen
werden auch haufig durch Vitamin D-Mangel im Kérper begunstigt. Durch UV-Licht wird
der Spiegel an krebsschitzendem Vitamin D erhéht, wodurch der Krebsentstehung
entgegengewirkt werden kann (Moan et al., 2007). Somit sollte der Einsatz von UVB bei
Tumorerkrankungen nicht mehr in Frage gestellt werden, solange die UVB Dosis in

einem kontrolliert niedrigen Bereich liegt.
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1.11 Rapamycin induzierte Apoptose

Rapamycin  zahlt zu den Immunsupressiva, die erfolgreich in der
Transplantationsmedizin  eingesetzt werden. Rapamycin inhibiert die T-Zell-
Proteinsynthese und das IL-2 vermittelte Proliferationssignal (Pfitzmann & Hummel,
2001; Sahin et al., 2004). In weiteren Studien konnte eine Hemmung des Wachstums
von Primartumoren und Metastasen festgestellt werden (Stephan et al., 2004).
Rapamycin ist somit wahrscheinlich in der Lage, die Tumor-Angiogenese zu hemmen,
indem es eine verminderte Freisetzung des GefaRRendothel-Wachstumsfaktors VEGF
und eine direkte Inhibierung der Proliferation der Tumorzellen veranlasst (Guba et al.,
2002). Rapamycin ist ein direkter Inhibitor des Transkriptionsregulators mTOR. Die
Serin/Threonin Kinase mTOR (mammalian Target of Rapamycin) aktiviert das
ribosomale Protein S6, ein direktes Substrat der p70S6K und 4EBP-1, ein Inhibitor der
Proteintranslation. Aktiviertes p70S6K beschleunigt die Proteinsynthese, phosphoryliert
und aktiviert das S6-Protein der ribosomalen 40s-Untereinheit, was zu einer erhdhten
Translation von mRNA-Transkripten fihrt (Jefferies et al., 1997; Brown et al., 1995;
Fingar et al., 2002; Wullschleger et al., 2006). Rapamycin hemmt mTOR und fuhrt
dadurch zu einer Herunterregulierung des anti-apoptotischen Proteins FLIP in
Glioblastomazellen und folglich zu einer Verstarkung der TRAIL-induzierten Apoptose
(Panner et al., 2005).

1.12 Die Rolle von NF- kB

NF-kB ist ein Transkriptionsfaktor, der eine Vielzahl von physiologischen Prozessen
reguliert. Im nicht aktivierten Zustand liegt NF-kB im Zytoplasma vor, gebunden an
seinen Inhibitoren IkBa (Li & Verma, 2002; Baeuerle & Baltimore, 1988; Maniatis,
1997). Diese maskieren die Kernlokalisationssequenz (NLS) von NF-kB und verhindern
dadurch, dass NF-kB in den Kern transloziert und dort entsprechende Zielgene aktiviert
(Karin & Ben-Neriah, 2000; Baldwin et al., 1996). Die Aktivierung von NF-kB kann durch
intra- und extrazellulare Signale wie pro-inflammatorische Zytokine (TNF , IL-1), UV-
Strahlen, lonenstrahlung, Wachstumsfaktoren oder Chemotherapeutika erfolgen (Karin
& Ben-Neriah, 2000; Pahl, 1999; Li & Stark, 2002; Huang et al., 2002). Der jeweilige
Stimulus fihrt zur Phosphorylierung der IkB-Proteine durch den IkB-Kinase-Komplex
(IKK), welcher 2 spezifische Serinreste 32/36, von IkB phosphoryliert, wodurch es fur

die folgende Ubiquitinierung und proteasomale Degradierung markiert ist (Maniatis,
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1999; Karin & Ben-Neriah, 2000; Karin M et al., 2000). Frei gewordenes NF-kB
transloziert in den Zellkern und induziert dort die Transkription entsprechender Gene,
die zumeist der Apoptose entgegenwirken. Dazu gehdren die anti-apoptotischen Gene
wie FLIP, clAPs und XIAP (Wang et al., 1998, 2002; Micheau et al., 2001). Diese
Funktionalitat wurde auch in Tumoren wie dem T-Zell-Lymphosarkom, Melanom und
Brustkrebs festgestellt (Bakker et al., 1999; McDade et al., 1999; Sumitomo et al., 1999;
Sovak et al.,, 1997). Aus diesem Grund konnte konstitutiv aktives NF-kB durch
vermehrte Aufregulierung anti-apoptotischer Proteine fur die Resistenzvermittlung
gegenuber Chemotherapeutika verantwortlich gemacht werden (Baldwin A.S., 2001).
Analoge Zusammenhange konnten auch fur die Resistenz von Melanomzellen
gegentuber TRAIL verantwortlich gemacht werden (Franco et al., 2001). Tatséchlich
sind TRAIL-Rezeptoren (TRAIL-R1, TRAIL-R3) in der Lage, tUber die Rekrutierung von
TRAF-Proteinen den Transkriptionsfaktor NF-kB zu aktivieren (Leverkus et al., 2003;
Mihlenbeck et al., 2000).

Seitdem wird NF-kB als mdglicher Repressor der Apoptose im Zusammenhang mit der
Vermittlung der TRAIL-Resistenz immer ofter diskutiert (Di Pietro & Zauli, 2004; lvanov
et al., 2003; Zhang & Fang, 2005). Allerdings gibt es auch Studien, die eine Beteiligung
von NF-kB an der Apoptose vermuten lassen (Kalterschmidt et al., 2000; Kothny-Wilkes
et al., 1999; Campbell et al., 2001). Die UVB-induzierte Apoptose konnte in
Epithelzellen durch die Kostimulation mit dem pro-inflammatorischen Zytokin IL-1 NF-
kB-abhangig verstarkt werden. Dies liegt darin begrindet, dass UVB-Strahlung in
Kombination mit Interleukin-1 zu einer Konvertierung von NF-kB von einem Induktor zu
einem Repressor anti-apoptotischer Proteine fiihrt. Dies hat eine Herunterregulierung
der anti-apoptotischen Proteine wie clAP und FLIP zur Folge, wodurch letztendlich die
Apoptose verstarkt wird (Péppelmann et al., 2005). Ob der NF-kB Status fir die TRAIL-
Resistenz bzw. die Sensitivierung TRAIL-resistenter Melanomzelllinien durch UVB-

Strahlung von Bedeutung ist, ist einer der Schwerpunkte der vorliegenden Arbeit.
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Abbildung 1.12: NF-kB als Repressor der Apoptose: TRAIL kann Uber die Rekrutierung von TRAF-
Proteinen den Transkriptionsfaktor NF-kB aktivieren. Das aktivierte NF-kB transloziert in den Zellkern und
induziert die Transkription von anti-apoptotischen Genen wie XIAP und FLIP.

1.13 Fragestellung und Zielsetzung der Arbeit

Im Rahmen dieser Doktorarbeit sollen insgesamt 18 verschiedene, humane
Melanomzelllinien aus definierten Tumorprogressionsstadien hinsichtlich ihrer
Sensitivitat gegentber der TRAIL- und FAS-induzierten Apoptose charakterisiert
werden. Dabei soll untersucht werden, ob die TRAIL-Sensitivitat kennzeichnend fur ein
bestimmtes Tumorprogressionsstadium ist. In friheren Studien konnte bereits gezeigt
werden, dass die TRAIL-Resistenz durch sublethale UVB-Bestrahlung durchbrochen
werden kann. In der vorliegenden Arbeit gilt es zu erforschen, ob diese synergistische
Sensitivierung einen ubiquitdren Mechanismus im Melanomsystem reprasentiert,
unabhdngig vom Tumorprogressionsstadium. Da UVB-Strahlung in vivo die
Tumorgenese prinzipiell ebenfalls durch seine immunsuppressive Wirkung beeinflussen
kann und Rapamycin ein Immunsuppressiva ist, das eine Verstarkung der Apoptose in
Tumorzellen induziert, soll ebenfalls dessen Einfluss auf die Apoptoserate der
Melanomzelllinien nach der Stimulation mit TRAIL untersucht werden. Um Einblicke in
die molekularen Mechanismen der stark differenziellen TRAIL-Suszeptibilitat im
Melanomsystem zu bekommen, wird der Zusammenhang zwischen dem
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Expressionsmuster der agonistischen und antagonistischen TRAIL-Rezeptoren, das
Expressionsverhaltnis von pro-apoptotischen (Caspase-8, Caspase-3) und anti-
apoptotischen (FLIP, XIAP) Proteinen und schlie3lich die Aktivierungsprofile von
Initiator- und Effektorcaspasen verglichen. Der molekulare Knotenpunkt der TRAIL-
Resistenzvermittlung, sowie der  UVB-vermittelten, hoch  synergistischen
Sensitivierbarkeit, konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit ermittelt werden. Hierbei
spielt NF-kB eine essentielle Rolle, da es durch differenzielle Regulation von XIAP
signifikant dessen zellularen Status und damit die Sensitivitat der Melanomzelle
gegenuber TRAIL mitbestimmt. Es handelt sich bei dem entschlisselten Mechanismus
um ein fir das Melanomsystem ubiquitaren Regulationsmechanismus, der als

Ansatzpunkt fur die Entwicklung tumorselektiver Krebstherapien dienen kann.
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. Materialien

Bemerkung: Die verwendeten Materialien wurden, falls nicht anders angegeben, von

Sigma-Aldrich (Deisenhofen) bezogen.

Medium und Zusatz:

Melanocyte Growth Medium Package ZHM-1955 (CellSystems
Biotechnology GmbH)

RPMI 1640 + L-Medium (GIBCO® Invitrogen™)

Trypsin-EDTA (10x 5%) (GIBCO® Invitrogen™)
Penicillin-Streptomycin-Lésung (GIBCO® Invitrogen™)

Fetales Kalber Serum (PAA Laboratories GmbH)

Inhibitoren und Stimulantien:

iz-TRAIL (Dr. Henning Walczak "Apoptosis Regulation” German
Cancer Research Center, Heidelberg)

MG132 (Calbiochem®)
zQVD (IMI-2309-1; Imgenex)
Fas-Ligand (Alexis)

Kits:

Cell Death Detection ELISA”"YS ( Roche Diagnostics)
ECL-Substratlésung SuperSignal® ( West Dura Pierce)
First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas)

Red-Tag™ Ready Mix™ (Sigma-Aldrich)
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Protein- und DNA-Marker:

PageRuler™ Prestained Protein (Fermentas)

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder (Fermentas)

Tabelle 2.1: Oligonukleotide/siRNA Sequenz

Name

Sequenz (5’

3)

hGAPDH forward

TGATGACATCAAGAAGGTGGTGAAG

hGAPDH reverse

TCCTTGGAGGCCATGTAGGCCAT

BIRC4 (XIAP) forward

GAAAACTATCTGGGAAGCAGAG

BIRC4 (XIAP) reverse

CGAATATTAAGATTCCGGCCCA

FLIP LH-1 forward

CGAATATTAAGATTCCGGCCCA

FLIP LH-2 reverse

GAAAACTATCTGGGAAGCAGAG

Bax forward

CTTCAGGGTTTCATCCAGGATC

Bax reverse

TGATGGTTCTGATCAGTTCCGG

SiRNA (XIAP)

AUC CAU CCA UGG CAG AUU ATT

Tabelle 2.2: Plasmide

Name Vektor Herkunft
GFP-XIAP pEGFP-C3 Hamid Kashkar
GFP pEGFP-C1 Clontech
IkB -SR pBKCMV Klaus Schulze-Osthoff

Tabelle 2.3: Primare Antikérper

Antigen Spezies/Klon Hersteller Verdinnung
b-Aktin Maus (AC-40) Sigma-Aldrich 1:2000
Caspase-3 Kaninchen Cell Signaling 1:1000
Caspase-8 Maus (3-1-9) BD Pharmingen™ 1:1000
I-FLICE Kaninchen BD Pharmingen™ 1:1000
IkB- Maus (L35A5) Cell Signaling 1:2000
a-Tubulin Maus (DM1A) Lab Visi?n 1:2000

Corporation
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XIAP Maus (28) BD Pharmingen™ 1:1000
Amgen/
TRAIL-R1 Maus (M271) 1:100
Genentech
Amgen/
TRAIL-R2 Maus (M413) 1:100
Genentech
Amgen/
TRAIL-R3 Maus (M430) 1:100
Genentech
Amgen/
TRAIL-R4 Maus (M445) 1:100
Genentech
Tabelle 2.4: Sekundare Antikorper
Antigen Spezies Hersteller Verdinnung
anti-mouse POD-linked Schaf Amersham 1:2000
anti-rabbit POD-linked Affe Amersham 1:2000
anti-mouse FITC-linked Maus Sigma 1:200
Tabelle 2.5: Gerate
Name Hersteller
Blot-Apparatur Semi-Dry Blotter
PHASE
Pegasus
CO,-Inkubator 37C und 5% CO , varolab®
Elektrophorese-Apparatur:
fir Agarosegele: Sub-Cell GT DNA _
_ o BioRad
fur Acrylamidgele: Mini-PROTEAN
Tetra
Elektroporationssystem EasyjecTPlus peQLab

ELISA-Reader Spectra max 340 PC

Molecular Devices

Luminometer FluoStar.

BMG Lab Tech

Leitz DM IRB (Fluoreszensmikroskop)

inverses Miroskop

Leica

Olympus CKX41

1000 Processor

Nanodrop Spectrophotometer ND-100 peQLab
PCR Robocycler® Temperature Cycler Startagene
Photoentwicklungsapparatur X-OMAT

Kodak
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UVB-R&hren (TL20W/12RS) Philips
Sonifiziergerat Sonoplus HD 200 Bandelin
Zentrifugen:

E415R Eppendorf®

EPICS® XL-MCL Durchflusszytometer Coulter
Fluoreszensmikroskop Leitz DM IRB

Tabelle 2.6: Puffer und Lésungen
Puffer Ansatz

Blocking Losung (10%)

10% (w/v) Blocking Reagent in Maleinsaurepuffer

Blockierungs-Ldsung 1%
und 2%

Verdiinnung der 10% Blockierungs-Losung mit 0,05%
TBS/Tween®-20

Blotting Puffer

25 mM TRIS
192 mM Glycin
20% Methanol

pH 8,3

DEPC-Wasser

0,1% Diethylpryocarbonat
Uber Nacht rihren, autoklavieren

1,5 %iges DNA-Agarosegel
(120 ml)

1,8 g Agarose
120 ml 1x TAE-Puffer
2 | Ethidiumbromid

Maleinsaurepuffer

100 mM Maleinséaure
150 mM NacCl
pH 7,5

PBS (10x)

26,7 mM KCI
14,7 mM KH,PO,
1379,3 mM NacCl

80,6 mM Na,HPO,

SDS Laufpuffer

25 mM TRIS
192 mM Glycin
0,1% SDS
pH 8,3

10xTBS-Puffer

5 M NaCl,
0,2 M TRIS
pH 7,5

5x TRIS/Glycin

125 mM TRIS
960 mM Glycin
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50 mM HEPES (pH 7,5)
150 mM NacCl
10% Glycerin

1% Triton-X-100
1,5 mM MgCl,
1 mM EGTA
100 mM NaF
10 mM (P,0;)*
0,01% NaN;

Complete® Proteaseinhibitor wird der Losung erst vor dem

Zell-Lysepuffer

direkten Gebrauch
zugesetzt (1:25)

50 mg LuMin.ol in

Losung A
200 ml 0,1 M TRIS-HCI (pH 8,6)
11 mg para-Hydroxycoumarinsaure in
L6sung B
10ml DMSO
1 ml Lésung A

ECL-Ldsung (frisch

+100 |Lésung B
ansetzen)

+1 1H,0, (35%)

4 M Guanidinthiocyanat
0,3 M NaAc
GIT-Puffer 1% (v/v) N-Lauroylsarcosine
0,2% (v/v) 3-Mercaptoethanol
pH 4,8

400 mM MOPS
100 mM NaAc
10 mM EDTA

pH 7,0

10x MOPS-Puffer

0,4 M TRIS
0,87% Eisessig
50 mM EDTA
pH 8,3

10x TAE-Puffer

1 mM EDTA
50% Glycerol
0,025% Bromphenolblau
0,025% Xylencylol

6x DNA-Probenpuffer

200 mM NacCl
20 mM Tris, pH 7.4
Caspase-Lyse-Puffer 1% lgepal
+ Complete® Proteaseinhibitor wird der Losung erst vor dem

direkten Gebrauch zugesetzt (1:25).
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220 mM Mannose
68 mM Saccharose
10 mM HEPES, pH 7.4

Aktivitatspuffer 5 mM NaPO4
(Caspaseaktivitatsassay) 2 mM NaCl
2 mM MgCI2
2.5 mM KH2PO4
0.5 mM EGTA

1 mM DTT und 0,1 mM PMSF kurz vor Gebrauch zugeben

75 | Aktivitatspuffer
+ 0,25 | Caspase-Substrat (20 mM)
Caspase-3 Substrat: Ac-DEVD-AMC von Axxora
Substratldsung (pro Probe) (ALX-260-031)
Caspase-8 Substrat: Ac-IETD-AMC von Axxora
(ALX-260-042)
Caspase-9 Substrat: Ac-LEHD-AMC von Axxora
(ALX-260-080)
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3.1  Kultivierung von Melanozyten und Melanomzelllin ien

Die Zelllinien verschiedener Tumorprogressionsstadien wurden freundlicherweise von
Herr Dr. Friedegund Meier, Institut fir Dermatologische Onkologie, Universitat Tubingen

zur Verfiigung gestellt.

Tabelle 3.1: Verwendete Melanomzelllinien

radiale vertikale metastatisches hoch
Wachstumsphase | Wachstumsphase Melanom aggressives
(RGP) (VGP) (MM) Melanom (HM)
WM-35 WM-793 SKmel-19 WM-451 LU
WM-3211 WM-115 M5 WM-1205 LU
SBCL-2 WM-3248 WM-852 BLM
WM-1552¢ WM-1366 Mewo
WM-1819 IGR-39
MV3
Die adharent wachsenden Melanomzelllinien und Melanozyten wurden in

Zellkulturflaschen bei 37C und 5% CO , Atmosphare kultiviert. Melanozyten wurden in
Melanocyte Growth Medium Package ZHM-1955, und humane Melanomzellen in RPMI
mit Glutamin mit 10% FCS und 1% Penicillin-Streptomycin kultiviert. Dabei wurden die
Zellen je nach Konfluenz alle 3 - 4 Tage passagiert. Dazu wurden die Zellen zuerst mit
kaltem PBS gewaschen und durch Inkubation fir ca. 2 - 3 min. mit einer Trypsin/EDTA-
Losung bei 37T deadhariert. Der Trypsinierungsproz ess wurde mit FCS-haltigem
Medium beendet und die Zellen geerntet. Die Verdinnungsverhaltnisse der Zellen
betrugen von 1:2 bis 1:10 je nach Zelllinie. Um die Zellzahl zu ermitteln wurden 10 |
der Zellsuspension 1:1 mit Trypanblau-Lésung versetzt und in einer Neubauer-

Zahlkammer ausgezahilt.
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3.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Das Zellpellet wurde nach der Ernte in 0,5 - 1 ml Einfriermedium (10% DMSO in FCS)
resuspendiert, in ein Kryoréhrchen Uberfihrt und langsam bei -80C uber Nacht
eingefroren. Zur langeren Lagerung wurden die Zellen am folgenden Tag in fllissigen
Stickstoff Uberfuhrt. Die in flissigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden mit 37T
warmen Kulturmedium aufgetaut, abzentrifugiert (5 min. bei 1500 rpm), in Medium
resuspendiert und in eine Gewebekulturflasche tberfuhrt. Am nachsten Tag wurde das

Medium erneuert.

3.3  Stimulation der Zellen

Die Zelldichte fiir die Stimulation betrug, je nach Zelllinie zwischen 2,2 x 10° Zellen/ml
und 3,0 x 10° Zellen/ml. Fir die Stimulationen wurden ausschlieRlich 10 cm
Zellkulturschalen verwendet. Nur fur die Apoptosebestimmung mittels Cell Death
Detection ELISA wurden 3,5 cm Zellkulturschalen eingesetzt. Fir die UVB-Bestrahlung
wurde das Kulturmedium durch 1x PBS ersetzt. Die UVB-Exposition erfolgte in einer
Kammer mit sechs Ultraviolett-B-Lampen und einer Leistung von 0,97 mJ/cm?/sec. Die
Zellen wurden mit einer sublethalen UVB-Dosis (10 oder 20 mJ/cm?) oder einer
apoptotischen Dosis 40 mJ/cm? (Melanozyten) bestrahlt. Nach der UVB-Bestrahlung
wurde das alte Medium wieder zugegeben. Das verwendete rekombinante, humane iz-
TRAIL ist zur Ausbildung der trimerisierten, aktiven Form N-terminal mit einem
Isoleuzin-Zipper Motiv verknlpft (Ganten et al., 2006). Die Zellen wurden mit einer
Konzentration von 50 - 1000 ng/ml iz-TRAIL stimuliert. Zellen die kostimuliert wurden,
wurden zuerst mit UVB und unmittelbar danach mit TRAIL, MG132 (20 uM) oder zQVD
(20 uM) stimuliert.

3.4  Gewinnung der Proteinextrakte

Die Zellen wurden nach der entsprechenden Stimulationsdauer geerntet. Das Zellpellet
wurde je nach GréRe in 30 - 60 | Lysepuffer resuspendiert. Die Zelllyse erfolgte
entweder durch 30-mindtige Inkubation auf Eis oder durch Sonifizierung (1 Puls). Nach
Zentrifugation (10 min. bei 13000 rpm) wurde das Zelllysat abgenommen und die
Proteinkonzentration photometrisch bestimmt. Danach wurden die Proteine mit

gleichem Volumen 2x SDS-Probenpuffer versetzt, fir 10 min. bei 95T denaturiert und
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anschlieBend 10 min. bei 13000 rpm zentrifugiert. Das Lysat wurde entweder direkt fur
die SDS-PAGE eingesetzt oder bei -20C eingefroren.

3.5 Photometrische Proteinbestimmung

Die Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde mit Hilfe der Bradford Methode
bestimmt. Zur Erstellung einer Eichkurve wurde eine Verdinnungsreihe mit BSA
durchgeftihrt. In einer 96-well-Platte wurde hierzu zunadchst eine Standard-
verdiunnungsreihe (50 — 0,025 g/ I) von BSA in Bradford-Losung angefertigt. Die

photometrische Messung erfolgte bei 595 nm in einem ELISA- Reader.

3.6 SDS-PAGE

Die Auftrennung von Proteinen erfolgte unter denaturierenden Bedingungen mittels
diskontinuierlicher SDS-PAGE nach der Methode von Laemmli (Laemmli et al., 1970).
Es kamen 10%, 12% und 15% Trenngele zum Einsatz. Gemal der Proteinbestimmung
wurden von jeder Probe 60 g Proteinextrakt aufgetragen. Die Elektrophorese erfolgte

in 1x Laufpuffer bei 30 mA flr ca. 40 min.

3.7  Semi-dry Western-Blot und Immundetektion

Der Transfer von Proteinen aus Polyacrylamidgelen auf Nitrocellulose-Membranen
wurde mit Hilfe des Western-Blots nach dem ,Semi-dry“-Prinzip durchgefiihrt. Nach
Beendigung der Elektrophorese wurde der Blot folgendermal3en aufgebaut: Anode - 3
Filterpapiere -Membran - Gel - 3 Filterpapiere - Kathode. Pro Blot wurde fir 90 min.
eine Stromstarke von ca. 45 mA angelegt. Nach dem Ende des Transfers wurde die
Membran kurz in 1x TBS aquilibriert. Danach wurde die Transfereffizienz der Proteine
durch Farbung der Membran mit Ponceau-S dokumentiert und anschlieend in 2%
Blocking-L6ésung (1 h bei RT) inkubiert. Die anschlieRende Inkubation mit dem
entsprechenden primaren Antikorper erfolgte in 1% Blocking-Losung tber Nacht bei
4C. Nach 3-maligem Waschen der Membran mit TBST wu rde der isotypspezifische
und mit Peroxidase konjugierte, sekundare Antikorper (anti-Kaninchen oder anti-Maus)
fur 1 h bei RT inkubiert und mit Hilfe des Chemilumineszenz-Verfahrens nach Angaben
des Herstellers (West Dura, Pierce) oder mit selbst hergestellter Substratlosung
detektiert. Dafur wurden 1 ml Lésung A, 0,1 ml Lésung B und 1 | H;O,

zusammenpipettiert. Die LOosung wurde vorsichtig auf die Membran getropft und
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luftblasenfrei mit einer Folie abgedeckt. Nach anschliel3ender, 5-minttiger Inkubation
(im Dunkeln) folgte die Exposition des Rontgenfilmes in der Dunkelkammer.

3.8  Apoptosebestimmung mittels  Cell Death Detection ELISA

Um die Apoptoserate von Zellen zu bestimmen, wurde der Cell Death Detection
ELISAP“Kit (Roche Diagnostics) eingesetzt. Dieser Test misst die im Verlauf der
Apoptose im Zytoplasma angereicherten Histon-assoziierten DNA-Fragmente (Mono-
und Oligonukleosomen). Die Melanomzelllinien wurden nach 16-stiindiger Stimulation
geerntet und die Anzahl nicht-nekrotischer Zellen (Trypanblau-Ausschlussverfahren) in
einer Neubauer-Zdhlkammer bestimmt. Die weitere Durchfihrung erfolgte nach den
Angaben des Herstellers. Von jeder Stimulation wurde eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt. Um die Apoptoserate zu ermitteln, wurde das Verhéaltnis zwischen der
Absorption der Probe und der Absorption unstimulierter Zellen bei 405 nm bestimmt.
Der enrichment factor (EN) gibt an, wie sich die Anzahl der zytoplasmatischen

Nukleosomen im Vergleich zu einer Kontrolle (EN = 1) erhdht haben.

3.9 Caspase-Aktivitatstest

Die fur diesen Test ausgesaten Melanomzelllinien wurden entsprechend stimuliert und
geerntet. Das Pellet wurde, je nach GroRe, mit 60 - 100 | Caspase-Lyse-Puffer
resuspendiert und 30 min. auf Eis inkubiert. Nach der Zentrifugation wurden 15 g
Proteinextrakt mit 50 | Aktivitatspuffer versetzt. Als Referenz diente das gleiche
Volumen Lysepuffer. Kurz vor der Messung wurden zu den Proben und der Referenz je
75 | der jeweiligen Substratldsung pipettiert. Zur Bestimmung der Caspase-Aktivitat
wurden spezifische Substrate fir Caspase-3 (Ac-DEVD-AMC), Caspase-8 (Ac-IETD-
AMC) und Caspase-9 (Ac-LEHD-AMC) verwendet. Die Messung erfolgte Uber einen
Zeitraum von 2 h in Abstanden von 15 min. in einem FluoStar Luminometer bei einer
Extinktion von 390 nm und einer Emission von 460 nm. Die Caspase-Aktivitat berechnet

sich aus der Emission der Probe/Emission der Kontrollzellen.

3.10 m-RNA Isolation

Die mRNA-Isolierung wurde mittels der klassischen Methode nach Chomczynski und
Sacchi durchgefuhrt (Chomczynski & Sacchi, 1987). Melanomzelllinien wurden

zunéachst fur 4 h bzw. 8 h mit TRAIL bzw. TRAIL und UVB stimuliert. Danach wurden
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die Zellen mit 500 ul GIT-Puffer geerntet. Die RNA-Isolierung wurde mittels einer
Phenol-Chloroform-Extraktion unter Verwendung der PLG (PhaseLockGel)-
ReaktionsgefaRe durchgefiihrt. Es wurden zuerst 40 pl 3 M Natriumacetat, 400 pl
Phenol (pH 4,0) und 120 ul Chloroform:lsoamylalkohol (49:1) zum Lysat hinzugegeben,
stark geschittelt und dann fur 10 min. auf Eis inkubiert. Nach anschlieRender
Zentrifugation (5 min. bei 13000 rpm, 4€C) wurde die obere, wassrige Phase
abpipettiert. Danach erfolgte ein weiterer Aufreinigungsschritt mit 200 | Phenol und
200 | Chloroform-lsoamylalkohol. Die wassrige Phase wurde wiederum in ein 2 ml
PLG pipettiert und zur Entfernung des restlichen Phenols mit dem gleichen Volumen
Chloroform-Isoamylalkohol  versetzt. Nach starkem Schitteln wurde erneut
abzentrifugiert (5 min. bei 13000 rpm, 4<C). Durch Zugabe eines &quivalenten
Volumens von Isopropanol wurde die RNA gefallt und pellettiert (25 min. bei 13000 rpm,
4C). Das RNA-Pellet wurde einmal mit 200 | 70 %igem Ethanol gewaschen und
danach an der Luft getrocknet (30 - 60 min.). AnschlielRend wurde das Pellet in 30 |
RNase-freiem Wasser resuspendiert und zum vollstandigen Lésen, Uber Nacht bei 4C
gelagert. Der RNA-Gehalt wurde photometrisch unter Verwendung eines
Spektrophotometers ,Nano Drop" und die Reinheit durch ein RNA-Agarosegel

bestimmt.

3.11 RT- PCR Analysen

Fiur die RT-PCR wurde cDNA eingesetzt, die durch reverse Transkription (RT) aus der
MRNA gewonnen wurde. Die cDNA-Synthese erfolgte mittels des ,First Strand cDNA
Synthesis Kit* (Fermentas) nach Angaben des Herstellers aus jeweils 3 pg der unter
3.10 gewonnen RNA pro Stimulation. Die Reagenzien wurden alle auf Eis zusammen
pipettiert. Es wurden unterschiedliche Verdinnungen der cDNA eingesetzt. Fur XIAP
wurde eine jeweils 10x hoher konzentrierte cDNA-Verdinnung gewahlt als fur GAPDH.
Die anschlieRenden Amplifikationsschritte durch die Polymerasenkettenreaktion (PCR)
wurden unter Verwendung des ,RedTag™ReadyMix™PCR Reaction Mix* durchgefihrt.
Fur die Amplifikation des ,Housekeeping” Genes GAPDH wurden 22 Zyklen gefahren,
bei der Amplifikation von XIAP waren es 44 Zyklen. Im Anschluss wurden die Proben
auf 4C abgekuhlt und auf einem 1,5 %igen DNA-Agaro segel analysiert.
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Tabelle 3.11.1: Pipettierschema fur die PCR

Reaktions- Kontrolle ohne | Kontrolle ohne
ansatz Template Primer
dd H,O , steril 9,5 ul 10,5 pl 11,5 pl
Red-Taq 12,5 ul 12,5 pl 12,5 pl
cDNA 1yl - 1u
Primer for (100 ng/pl) 1 1u -
Primer rev (100 ng/ul ) 1 1u -
Kurz mischen und abzentrifugieren

Tabelle 3.11.2: PCR-Bedingungen

Vorgang Zeit Temperatur Zahl der Zyklen
Initiale _
) 2 min. 95 <C 1x
Denaturierung
Denaturierung 1 min. 95 C
i : 22x (GAPDH & Bax)
Annealing 1 min. 60 C
44x (XIAP & FLIP)

Elongation 2 min. 72 C

Letzte Elongation 7 min. 72 C 1x

Aufbewahrung 4<C 1x

3.12 Transfektion durch Elektroporation

In Elektroporationskiuvetten wurden 25 pug Plasmid-DNA vorgelegt und auf Eis gelagert.
FCS und 1,5% DMSO
vorbereitet, in ein steriles Eppendorf Reaktionsgefald (Eppi) (pro Ansatz 600 ul)

Als Transfektionsmedium wurde RPMI-Medium mit 10%

Uberfahrt und ebenfalls auf Eis gestellt. Die Zellen wurden geerntet und das Pellet
zweimal mit 10 ml kaltem 1x PBS gewaschen. Fiir jeden Ansatz wurden 5 x 10° Zellen
eingesetzt. Das bendotigte Zellvolumen wurde fur 5 min. bei 1500 rpm pellettiert, in
Transfektionsmedium resuspendiert und in die vorbereiteten Elektroporationskiivetten
Uberfuhrt. Nach vorsichtigem Mischen der Suspension wurden die Zellen elektroporiert
(Elektroporationsparameter: 250 V, 1200 F). Danach wurden die Zellen sofort in
vorgewarmtes Medium (RPMI + 10% FCS) tberfihrt und bei 37<C inkubiert.
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3.13 Transfektion mit Lipofectamin 2000

Fur die siRNA-Transfektion wurde Lipofectamin 2000 verwendet. Die Zellen wurden am
Vortag in einer 12-well-Zellkulturplatte ausgesat (6 x 10* pro well). 2 pl Lipofectamin
2000 wurden mit 100 pl Optimem-Medium verdinnt. Nach einer Inkubationszeit von 5
min. wurden zu dieser Mischung 50 pmol siRNA in 100 pl Optimem zugegeben. Nach
vorsichtigem Mischen wurde die Transfektionslosung fur 20 min. bei RT inkubiert und
anschlieBend vorsichtig auf die Zellen getropft. Zuvor wurde das alte Medium entfernt.
Die Zellen wurden nach der Transfektion flr 48 h bzw. 72 h bei 37T inkubiert. Am Tag

der Stimulation erfolgte morgens ein Mediumwechsel.

3.14 Durchflusszytometrie

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Durchflusszytometrie die Expression der
verschiedenen TRAIL-Rezeptoren untersucht. Es wurden pro Ansatz 5 x 10° Zellen
verwendet. Unspezifische Bindungsstellen wurden durch Inkubation des Zellpellets in
1% BSA/PBS flur 30 min. auf Eis blockiert. Nach erneuter Pellettierung (5 min. bei 1200
rom) wurde der Uberstand vorsichtig abpipettiert. AnschlieRend wurden die
Melanomzellen mitje 1 g spezifischen, monoklonalen Maus-Antikérpern, die gegen die
unterschiedlichen TRAIL-Rezeptoren gerichtet sind, fir 1 h auf Eis inkubiert (anti-
TRAIL-R1 (M271, 1gG2a), anti-TRAIL-R2 (M413), anti-TRAIL-R3 (M430) and anti-
TRAIL-R4 (M445, 1gG1l). Die Antikdrper wurden jeweils in 100 pl 1% BSA/PBS
verdunnt. AnschlielRend wurden die Zellen 2x gewaschen (1% BSA/PBS) und mit FITC-
konjugiertem Antikérper (Verdinnung 1:200) fir 30 min. auf Eis inkubiert. Als Kontrollen
dienten Zellen, die nur mit dem Sekundar-Antikdrper inkubiert wurden. Anschlie3end
wurde das Pellet in 1% BSA/PBS resuspendiert (400 pl) und mittels
Durchflusszytometrie (EPICS XL-MCL) analysiert. Von jeder Probe wurden insgesamt
20.000 Zellen analysiert. Mit einer Wellenlange von 488 nm wurde FITC angeregt und
die dadurch emittierte Fluoreszenz-Zunahme durch Verwendung eines (FL-1)

Bandpassfilters detektiert.
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I\VV. Ergebnisse

4.1 Apoptoseverhalten von Melanozyten und Melanomze  llen

4.1.1 Apoptoserate von Melanozyten nach Stimulati  on mit TRAIL, UVB sowie
Kostimulation mit TRAIL und UVB

Zu Beginn dieser Arbeit wurde das Apoptoseverhalten von primaren Melanozyten
gegenuber TRAIL und UVB untersucht. Dabei sollte unter anderem der bereits
bekannte Sachverhalt, dass TRAIL die Apoptose nur in transformierten Zellen induziert,
bestétigt werden. Hierbei war es entscheidend, die eingesetzte TRAIL-Konzentration,
sowie auch die UVB-Dosis so zu wahlen, dass sie bei einem spateren, potentiellen
therapeutischen Einsatz (oder Einsatz in vivo) nur in transformierten Zellen eine
apoptotische Wirkung ausldst, nicht aber in normalen Melanozyten. Das gleiche galt fur
eine Kostimulation mit TRAIL und UVB. So sollte auch die Kostimulation ausschlief3lich
die transformierten Zellen abtéten und Melanozyten verschonen. Um dies zu
gewahrleisten, wurden primare Melanozyten mit einer TRAIL-Dosiskinetik, einer UVB-
Dosiskinetik und einer Kombination aus beiden stimuliert. Die Apoptoserate wurde nach
16h mittels Durchfiihrung eines ,Cell Death Detection ELISA* analysiert. In dieser Arbeit
wurde ausschliel3lich l6sliches, rekombinantes Isoleuzin-Zipper-TRAIL (iz-TRAIL)

verwendet.

45+ Dosiskinetik
40-
35 —Ko
C—3 TRAIL 50 ng
§ 307 = TRAIL 250 ng
8 259 E== TRAIL 500 ng
§' 20+ mmmm TRAIL 1000 ng
¥ 154 . UVB 20 mJ
10 m— UVB 40 mJ
5 ’—_'_—‘ E== UVB 20 mJ + 100 ng TRAIL
o-l—— 3UVB 40 mJ + 500 ng TRAIL

Melanozyten

Abbildung 4.1.1: Melanozyten sind auch gegenitber starken apoptotischen Stimuli resistent:
Melanozyten wurden mit 50 ng/ml, 250 ng/ml, 500 ng/ml und 1000 ng/ml TRAIL; mit 20 mJ/cm?® und 40
mJ/cm?® UVB stimuliert; und mit 20 mJ/cm* UVB und 100 ng/ml TRAIL sowie mit 40 mJ/cm?® UVB und 500
ng/ml TRAIL kostimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Nach 16 h wurde die Apoptoserate in
einem ,Cell Death Detection ELISA" ausgewertet. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung aus
jeweils 3 unabhangigen Experimenten.
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Es wurde festgelegt, dass eine Apoptoserate kleiner 10% bedeutet, dass die Zellen
resistent (R) gegentber dem Stimulus waren. Lag die Apoptoserate zwischen 10% und
30% bedeutete dies, dass die Zellen leicht sensitiv (S) reagierten. Bei einer
Apoptoserate Uber 30% wurden die Zellen als hoch sensitiv (S) klassifiziert. Die
Melanozyten (Abb. 4.1.1) waren sogar gegenuber einer TRAIL-Konzentration von 1000
ng/ml apoptoseresistent. Ebenso konnte selbst eine hohe UVB-Dosis (40 mJ/cm?) keine
Apoptose in normalen Melanozyten induzieren. Nur die Kostimulation bestehend aus
einer hohen TRAIL-Konzentration mit einer hohen UVB-Dosis (500 ng/ml TRAIL mit 40
mJ/cm? UVB) induzierte die Apoptose in Melanozyten. Im Gegensatz dazu induzierte
die Kombination aus 100 ng/ml TRAIL mit 20 mJ/cm? UVB keine Apoptose und kénnte

somit potentiell als wirksame Dosis fur die Melanomtherapie dienen.

4.1.2 TRAIL induzierte Apoptose in Melanomzelllinie  n

Um das vergleichende Apoptoseverhalten im Melanomsystem festzustellen und um zu
untersuchen, ob die TRAIL-Suszeptibilitdtt vom Tumorprogessionsstadium abhangt,
wurde eine TRAIL-Konzentrationskinetik mit den 18 verschiedenen, humanen
Melanomzelllinien aus definierten Tumorprogressionsstadien durchgefuhrt. Die
Apoptoserate nahm in 10 Melanomzelllinien (WM-35, SBCL-2, WM-793, WM-3248,
WM-1366, WM-1819, SKmel-19, MeWo, IGR-39 und WM-451) kontinuierlich mit
ansteigender TRAIL-Konzentration zu (Abb. 4.1.2). WM-3248, WM-1366, WM-1819,
SKmel-19 und IGR-39 wurden dabei als leicht sensitiv (s) eingestuft. Im Vergleich zu
den anderen 5 Melanomzelllinien, welche eine hohe Apoptoserate von uber 30%
erreichten, lag die Apoptoserate dieser Zelllinien zwischen 10% und 30%. Die restlichen
8 Melanomzelllinien waren selbst gegentiber einer Stimulation mit 1000 ng TRAIL-
resistent. Dabei schien das Tumorprogressionsstadium keine Rolle zu spielen, da in
allen Stadien sowohl TRAIL-resistente als auch TRAIL-sensitive Zelllinien existierten.
Nach der TRAIL-Dosiskinetik der Melanomzelllinien und der Charakterisierung der
Melanozyten wurde 100 ng TRAIL als therapeutischer Dosisbereich ermittelt und diese

Konzentration fir alle weiteren Experimente gewahlt.
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Abbildung 4.1.2: TRAIL-Dosiskinetik von Melanomzelllinien: Ergebnis des Death-ELISA nach 16-
stundiger Stimulation. Die Melanomzelllinien wurden mit 50 ng/ml, 100 ng/ml und 1000 ng/ml TRAIL
stimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung

aus jeweils 3 unabhéngigen Experimenten.
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4.1.3 Sensitivierung der Melanomzelllinien gegenti  ber TRAIL durch Bestrahlung
mit einer sublethalen UVB-Dosis

In friheren Arbeiten konnte bereits gezeigt werden, dass TRAIL-resistente
Melanomzelllinien durch Bestrahlung mit sublethalen UVB-Dosen gegeniber TRAIL
sensitiviert werden kénnen (Zeise et al., 2004). Als UVB-Dosis wurde also eine Dosis
gewahlt, die selbst keine Apoptose induzieren kann. Die sublethale Dosis betrug 20
mJ/cm? fir 10 Zelllinien (WM-1552C, WM-3211, WM-793, WM-3248, WM-1366, WM-
1819, MV3, WM-451, WM-1205, BLM) und 10 mJ/cm? fir die restlichen 8
Melanomzelllinien (WM-35, SBCL-2, WM-115, SKmel-19, M5, WM-852, MeWO und
IGR-39). Die Apoptoserate der 18 Melanomzelllinien wurde nach Stimulation mit 100
ng/ml TRAIL, einer UVB-Dosis von 10 bzw. 20 mJ/cm?, sowie einer Kombination aus

beiden bestimmt.

Die Melanomzelllinien der RGP zeigten eine unterschiedliche Sensitivitdt gegenlber
TRAIL (Abb. 4.1.3). Auch gegenuber der sublethalen UVB-Dosis zeigten sie einen
enormen Unterschied in der jeweiligen Sensitivierbarkeit. So waren die Zelllinien WM-
35 und SBCL-2 gegenuber TRAIL sensitiv, allerdings war die Apoptoserate so gering,
dass sie als leicht sensitiv (s) eingestuft wurden. Von den TRAIL-resistenten Zelllinien
WM-1552C und WM-3211 konnte lediglich letztere durch Bestrahlung mit UVB
gegenuber der TRAIL-induzierten Apoptose sensitiviert werden, wahrend WM-1552C
selbst nach einer Kostimulation mit der sublethalen UVB-Dosis resistent blieb. Die
TRAIL-sensitiven Zelllinien WM-35 und SBCL-2 zeigten nach der Kostimulation eine

synergistisch gesteigerte Apoptoserate. Die Apoptoserate betrug dabei mehr als 50%.

Die Zellen der VGP zeigten ein dhnliches Verhalten gegenuber der Kostimulation. WM-
793 und WM-1366 waren sensitiv gegentber TRAIL. Bei WM-793 induzierte TRAIL eine
hohe Apoptoserate, weswegen diese Zelllinie als hoch sensitiv (S) eingestuft wurde.
Durch UVB konnte keine weitere Steigerung der Apoptose erreicht werden. WM-1366
wurde als leicht sensitiv (S) eingestuft. Die sublethale UVB-Strahlung war in der Lage,
die resistenten Zelllinien WM-115, WM-3248 und WM-1819 gegeniber TRAIL zu
sensibilisieren, wobei fir die Zelllinie WM-1819 nur eine leichte Sensibilisierung erreicht
werden konnte (Abb. 4.1.3 (1)).
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Abbildung 4.1.3 (1):

UVB-Kostimulation sensibilisiert TRAIL-resistente Melanomzelllinien: Ergebnis des
Death-ELISA nach 16-stiindiger Stimulation mit 100 ng/ml TRAIL, 10 bzw. 20 mJ/cm® UVB und
Kostimulation mit 100 ng/ml TRAIL und 10 bzw. 20 mJ/cm?® UVB. Als Kontrolle dienten unstimulierte
Zellen. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung aus jeweils 3 unabhangigen Experimenten.
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Auch die Melanomzelllinien des MM (Abb. 4.1.3 (1)) zeigten eine unterschiedliche
Verhaltensweise gegenuber TRAIL und UVB-Strahlung. Die Zelllinien SKmel-19, MeWo
und IGR-39 waren sensitiv gegeniiber TRAIL, wohingegen die Linien M5, WM-852 und
MV3 TRAIL-resistent waren. Auch hier war die sublethale UVB-Dosis in der Lage, die
TRAIL-resistenten Zelllinien gegenuber TRAIL zu sensibilisieren und bei den TRAIL-
sensitiven Zelllinien eine synergistische Erhdhung der Apoptose zu induzieren. Die
Zellen des HM zeigten ein dhnliches Verhaltensmuster wie die der RGP, VGP und MM.
Nur WM-451 zeigte eine leichte Sensitivitat gegeniber TRAIL. WM-1205 und BLM
waren hingegen TRAIL-resistent. Die sublethale UVB-Strahlung sensibilisierte die
TRAIL-resistenten Melanomzelllinien und war auf3erdem in der Lage, wie bei den

anderen Progressionsstadien, die Apoptoserate synergistisch zu erhdhen.
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Abbildung 4.1.3 (2): Schematische Zusammenfassung der in den durchgefiihrten Exprimenten
erhaltenen, zellularen Antworten auf Stimulationen mit TRAIL und die Folgen der Kostimulation mit UVB:
R=resistent, S= hoch sensitiv und s = leicht sensitiv.
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Tabelle 4.1.1: Die TRAIL-Suszeptibilitat der Melanomzelllinien ist unabhéngig vom

Tumorprogressionsstadium:

Tumorprogressionsstadien Melanomzelllinie TRAIL Suszeptibilitét

WM-35 s/S
radiale Wachstumsphase WM -1552C RIR
(RGP) SBCL-2 s/S
WM-3211 RIS
WM- 793 SIS
WM- 115 R/s

vertikale Wachstumsphase
(VGP) WM- 3248 RIS
WM -1366 s/S
WM -1819 Ris
SKmel- 19 s/S
M5 Ris
. WM- 852 RIS

metastatisches Melanom (MM)
MeWO sIS
IGR-39 s/S
MV 3 Ris
WM- 451 s/S
hoch

. WM- 1205 R/s

aggressives Melanom (HM)
BLM R/s

4.1.4 Suszeptibilitat der Melanomzelllinien gegeniib  er dem Todesliganden FAS

Um zu Uberprifen, ob die UVB-induzierte Sensitivierung von Melanomzellen ein
Spezifikum fur die TRAIL-induzierte Apoptose ist oder auch Allgemeingultigkeit far
andere Todesliganden hat, wurde sowohl das Apoptoseverhalten der Melanomzelllinien
auf Fas-Stimulation, als auch auf die Kostimulation mit Fas und UVB untersucht. Die
Zellen wurden nach Stimulation mit agonistischem Fas-AK, einer sublethalen UVB-
Dosis, sowie der Kostimulation von FAS-AK mit UVB auf ihre apoptotische Reaktion

Uberpruft.

FAS induzierte nur in zwei Melanomzelllinien (SBCL-2 (RGP), SKmel-19 (MM)) eine
geringe Apoptoserate (s). Die restlichen 16 Zelllinien waren FAS-resistent (R) (Abb.

4.1.4). Auch hier scheint es keine Korrelation zwischen der FAS-Suszeptibilitat und dem
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Tumorprogressionsstadium zu geben, da die beiden FAS-sensitiven Melanomzelllinien
aus unterschiedlichen Progressionsstadien stammten. Mittels der sublethalen UVB-
Strahlung konnten 12 der 16 FAS-resistenten Melanomzelllinien sensibilisiert werden.
Dabei wurde eine hohe Apoptoserate (S) in funf Melanomzelllinien (WM-35, SBCL-2,
WM-793, WM-115, MeWo) und eine lediglich geringe Apoptoserate (s) in den restlichen
neun Zelllinien (WM-3211, WM-3248, SKmel-19, M5, WM-852, IGR-39, MV3, WM-451,
WM-1205) induziert. In den beiden FAS-sensitiven Zelllinien wurde die Apoptoserate
durch die sublethale UVB-Dosis ebenfalls synergistisch erhéht. Vier Melanomzelllinien
blieben selbst nach Kostimulation mit FAS und UVB resistent (WM-1552C, WM-1366,
WM-1819, BLM). Grundsatzlich scheint es sich also bei der synergistischen
Sensitivierbarkeit von Melanomzellen durch sublethale UVB-Strahlung gegeniber der
Todesligand-induzierten  Apoptose um einen weitgehend generalisierbaren

Mechanismus zu handeln.
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Abbildung 4.1.4: Sensitivierbarkeit der Mellanomzelllinien gegeniiber Fas-Stimulation: Ergebnis des
Death-ELISA nach 16-stindiger Stimulation mit 1 pg/ml FAS-AK, 10 bzw. 20 mJ/cm® UVB und der
Kostimulation von 1 pg/ml FAS mit 10 bzw. 20 mJ/cm? UVB. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen.
Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung aus jeweils 3 unabhéngigen Experimenten.
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4.1.5 FUhrt Kostimulation mit dem Immunsuppressivum Rapam ycin ebenfalls

zur Verstarkung der TRAIL-induzierten Apoptose in M elanomzelllinien?

Obwonhl die UVB-Strahlung die Fahigkeit besitzt, alle TRAIL-resistenten Zelllinien — bis
auf eine Ausnahme — zu sensibilisieren, kann die UVB-Strahlung therapeutisch nur fur
kutane Melanome, nicht aber fir Metastasen eingesetzt werden. Durch den mTOR
Inhibitor Rapamycin  mit ebenfalls immunsuppressiver Wirkung, konnten in
Einzelstudien bereits TRAIL Sensitivierungen fir das Krebssystem nachgewiesen
werden (Panner et al., 2005). Somit ware Rapamycin ein idealer Ersatz fur die UVB-
Strahlung zur Therapie tieferliegender Metastasen. Um die Wirkungsweise von
Rapamycin zu erforschen, wurde die Apoptoserate aller 18 Melanomzelllinien nach

TRAIL-Stimulation bzw. nach Kostimulation mit TRAIL und Rapamycin analysiert.

Eine Kostimulation mit Rapamycin und TRAIL (Abb. 4.1.5) fuhrte zu keiner
synergistischen Steigerung der Apoptoserate. Im Gegensatz zu der Kostimulation mit
UVB-Strahlung konnte die Mehrheit der TRAIL-resistenten Zelllinien nicht sensibilisiert
werden (WM-3211, WM-115, WM-3248, M5, WM-852, MV3, WM-1205 und BLM).
Rapamycin schien in 13 Melanomzelllinien Uberhaupt keine Wirkung zu haben. Nur bei
3 der untersuchten Zelllinien wurde eine leichte Steigerung der Apoptoserate erzielt
(MeWO, IGR-39 und WM-451). In den Zelllinien WM-35 und WM-793 konnte sogar eine
verringerte Apoptoserate nach der Kostimulation mit Rapamycin ermittelt werden.
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Abbildung 4.1.5 : Die Kostimulation mit Rapamycin fuhrt nicht zu einer Steigerung der Apoptoserate:
Ergebnis des Death-ELISA nach 16-stindiger Stimulation mit 100 ng/ml TRAIL bzw. Kostimulation mit
100 ng/ml TRAIL und 300 nm Rapamycin. Als Kontrolle dienten unstimulierte Zellen. Dargestellt sind
Mittelwert £ Standardabweichung aus jeweils 3 unabhéngigen Experimenten.
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4.2 Die TRAIL-Rezeptorexpression

4.2.1 Die TRAIL-Rezeptorexpression in TRAIL-resis tenten primaren

Melanozyten

TRAIL induziert die Apoptose nur Uber die agonistischen Rezeptoren TRAIL-R1 und
TRAIL-R2 (Pan et al., 1996; Walczak et al., 1997; Sheridan et al., 1997). Die
Kdderrezeptoren TRAIL-R3 und TRAIL-R4 hingegen sind durch die fehlende bzw.
unvollstandige intrazellulare Todesdoméane (Marsters et al., 1997) nicht in der Lage, das
apoptotische Signal weiterzuleiten (Degli-Esposti et al., 1997a; MacFarlane et al., 1997,
Sheridan et al.,, 1997). Ein Grund fur die TRAIL-Resistenz konnte folglich mit einer
verminderten Expression der agonistischen TRAIL-Rezeptoren zusammenhangen. Um
diese Tatsache zu Uberprifen, wurde zunéchst die Oberflachen-Expression der TRAIL-

Rezeptoren mittels Durchflusszytometrie ermittelt.

Die TRAIL-resistenten, primaren Melanozyten zeigten eine sehr starke Expression des
agonistischen Rezeptors TRAIL-R2. Auch TRAIL-R1 wurde in signifikanter Menge auf
der Zelloberflache exprimiert. Im Gegensatz dazu war die Expression der
Kdderrezeptoren verhaltnismafiig schwach (Abb. 4.2.1). Die Zunahme der mittleren
Fluoreszenzintensitat gegenuber der Kontrollfarbung (delta Gmean) bis 5 wurde als
keine, zwischen 5 und 10 als schwache und Uber 10 als starke Expression klassifiziert.
Die delta Gmean-Werte wurden berechnet und in einer Tabelle zusammengefasst (Tab.
4.2.1).

4 Melanozyt (R)

6,72 =IgG kontrolle

13,45 =TRAIL-R1

31,11 =TRAIL-R2
9,87 =TRAIL-R3
8,46 =TRAIL-R4

relative Zellzahl

A 4

" FL-1(log); FITC

Abbildung 4.2.1: TRAIL-resistente, primare Melanozyten exprimieren die agonistischen TRAIL-
Rezeptoren, TRAIL-R1 und TRAIL-R2: Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat durch spezifische

Antikorperbindung im Vergleich zu Kontrollzellen (grau), von TRAIL-R1 (schwarz), TRAIL-R2 (rot),
TRAIL-R3 (blau) und TRAIL-R4 (grin).
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4.2.2 Die TRAIL-Rezeptorexpression der Melanomzelll  inien

Die meisten Melanomzelllinien (WM-35 (s/S), WM-3211 (R/S), SBCL-2 (s/S)) der RGP
exprimierten entweder TRAIL-R1, TRAIL-R2 oder beide Transmembranrezeptoren. Die
Kdderrezeptoren wurden hingegen kaum exprimiert. Die TRAIL-resistente
Melanomzelllinie WM-1552C exprimierte als einzige den Koderrezeptor TRAIL-RS3,
wohingegen die ebenfalls TRAIL-resistente SBCL-2 Zelllinie keinen der
Kdderrezeptoren exprimierte (Abb. 4.2.2 (RGP)).

Auch die meisten Zellen der VGP (WM-793 (S/S), WM-115 (R/s), WM-3248 (R/S) und
WM-1366 (s/S)) exprimierten entweder TRAIL-R1, TRAIL-2 oder beide Rezeptoren. Nur
die TRAIL-resistente Zelllinie WM-1819 zeigte eine niedrige Expression aller TRAIL-
Rezeptoren, was moglicherweise mit ihrer TRAIL-Resistenz korreliert. Andererseits
wies die ebenfalls TRAIL-resistente Zelllinie WM-3248 eine starke Expression des
agonistischen Rezeptors TRAIL-R2, aber keinerlei Koderrezeptor-Expression auf (Abb.
4.2.2 (VGP)).

Ebenso wie die Zellen der RGP und VGP exprimierten die Zellen des MM (bis auf
Skmel-10 und MeWO) entweder TRAIL-R1, TRAIL-R2 oder beides (Abb. 4.2.2 (MM)).
Die TRAIL-sensitiven Zelllinien Skmel-19 und MeWO exprimierten TRAIL-R2 nur sehr
schwach. TRAIL-R1 wurde von ihnen tberhaupt nicht exprimiert. Im Vergleich zu der
Expression an agonistischen TRAIL-Rezeptoren war das Expressionsniveau der
Kdderrezeptoren auch bei den Zelllinien dieses Progressionsstadiums sehr gering (Abb.
4.2.2 (MM)).

Auch die Zellen des HM exprimierten entweder TRAIL-R1, TRAIL-R2 oder beide TRAIL-
Rezeptoren (Abb. 4.2.2 (HM)). Wie bei den anderen Zellen, schien es bei den Zellen
des HM keine Korrelation zwischen dem Expressionprofil der TRAIL-Rezeptoren und
der TRAIL-Resistenz zu geben. Die TRAIL-sensitive Zelllinie WM-451 exprimierte
TRAIL-R1 Gberhaupt nicht und auch die Expression von TRAIL-R2 war relativ gering im
Gegensatz zu der TRAIL-resistenten Zelllinie WM-1205, die TRAIL-R2 am starksten in

diesem Progressionsstadium exprimierte.
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Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die meisten Melanomzelllinien entweder
TRAIL-R1, TRAIL-R2 oder beide Rezeptortypen exprimierten. In 13 Melanomzelllinien
wurde TRAIL-R2 sehr stark exprimiert, 3 Zelllinien zeigten hingegen nur eine schwache
Expression und bei 2 Zelllinien wurde TRAIL-R2 nicht exprimiert. Dagegen war die
Expression von TRAIL-R1 nur in 6 Zelllinien sehr stark, in weiteren 4 Zelllinien hingegen
schwach und die restlichen 8 Zelllinien exprimierten TRAIL-R1 tberhaupt nicht. Von
den Koderrezeptoren wurde ausschlieBlich TRAIL-R3 in einer einzigen TRAIL-
resistenten Zelllinie in geringen Mengen exprimiert. Diese Ergebnisse deuten daraufhin,
dass das Expressionsmuster agonistischer und antagonistischer TRAIL-Rezeptoren
nicht allein ausschlaggebend fir die TRAIL-Suszeptibilitat sein kann.

Zelllinien der radialen Wachstumsphase (RGP)

4 WM-35 (s/S) 4
‘ WM-1552C (R/R)

. 5,39 =IgG Kontrolle = | 852 =IgG Kontrolle

< 11,64 =TRAIL-R1 < | “ 57,31 =TRAIL-R1

N CO IRl LR I I | 34,54 =TRAIL-R2

& S N | 22,84 =TRAIL-R3

3 AV\\ ISR i, 2! ‘ 12,06 =TRAIL-R4

.; m i

= °

® \ e

"\ |
‘ . |
FL-1(log); FITC " FL-1(log); FITC
A
a 5
SBCL2 (5S) WM-3211(R/S)
— 3,7 =IgG Kontrolle < I |
S 35,62 =TRAIL-R1 N | | 5,22 =IgG Kontrolle
3 64,38 =TRAIL-R2 N ) 5,82 =TRAIL-R1
N | 663=TRAIL-R3 o 11,89 =TRAIL-R2
o /| 568=TRAIL-R4 £ | 6,66 =TRAIL-R3
2 ® 6,54 =TRAIL-R4
e 3
n\\ it \
{ \4\ \\
/ W,/ M - O,
P . . R i .
FL-1(log); FITC FL-1(log); FITC

Abbildung 4.2.2: Das Expressionsmuster der agonistischen und antagonistischen TRAIL-Rezeptoren
korreliert nicht eindeutig mit der TRAIL-Suszeptibilitdt der Melanomzelllinien. Dargestellt ist die
Fluoreszenzintensitat durch spezifische Antikdrperbindung im Vergleich zu Kontrollzellen (grau), von
TRAIL-R1 (schwarz), TRAIL-R2 (rot), TRAIL-R3 (blau) und TRAIL-R4 (griin).
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Zelllinien der vertikalen Wachstumsphase (VGP)
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Abbildungsfortsetzung der TRAIL-Rezeptoren-Expression (RGP)
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Zelllinien des metastatischen Melanoms (MM)
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Zelllinien des hoch aggressiven Melanoms (HM)

relative Zellzahl
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Abbildungsfortsetzung der TRAIL-Rezeptoren-Expression (HM).
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Tabelle 4.2.1: Zusammenfassung der delta Gmean-Werte der TRAIL-Rezeptorexpression

TRAIL-R1 | TRAIL-R2 | TRAIL-R3 | TRAIL-R4 TRAIL- Tumor-
Suszeptibilitat | progressionsstadium

Melanozyten 6.7 24,4 3,2 1,7 R/R
WM-35 6,3 251 2,6 0,5 s/S
WM-1552C 48,79 26,02 14,32 4 R/R

SBCL-2 31,9 60,6 29 2 s/S RGP
WM-3211 0,6 6,67 1,44 1,32 R/S
WM-793 1,2 61,2 2,4 1,4 SIS
WM-115 0,8 22,6 0,4 0,3 R/s
WM-3248 0,6 16,0 0,4 0,3 R/S

VGP
WM-1366 19,6 6,6 0,4 0,4 s/S
WM-1818 0,3 3,6 0,4 0,5 R/s
SKmel-19 0,15 4,74 0,18 0,08 s/S
M5 29,65 10,04 0,64 0,5 R/s
WM-852 14,5 53,3 0,4 0,6 R/S

MeWO 0,3 5,73 1,9 0,79 s/S M
IGR-39 9,1 21,4 0,5 0,5 s/S
MV3 20,0 10,7 0,8 0,6 R/s
WM-451 0,0 7,3 15 0,6 s/S

WM-1205 2,7 42,6 1,6 08 R/s HM
BLM 8,4 13,2 0,6 0,1 R/s
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4.3 Die Expression apoptotischer und anti-apoptotis cher Proteine in

Melanomzelllinien

Das intrazellulare Gleichgewicht pro- und anti-apoptotischer Proteine kann sich
entscheidend auf die zellulare Antwort gegeniber apoptotischer Stimuli auswirken. Da
das Muster der TRAIL-Rezeptorexpression nicht die Hauptursache fur die TRAIL-
Resistenz in Melanomzelllinien darstellte, wurde im nachsten Schritt das basale
Expressionsniveau intrazellularer pro- und antiapoptotischer Proteine mittels Western-
Blot-Analyse determiniert. Es wurden deshalb die relativen Expressionsverhaltnisse der
direkten Gegenspieler Caspase-8/FLIP und Caspase-3/XIAP untersucht.

4.3.1 Das relative Expressionsprofii von Caspase- 8 und FLIP (ong / shor
(FLIPys)

Bei resistenten Zelllinien wirde man eine erhdhte FLIP gegenuber Caspase-8-
Expression erwarten und umgekehrt eine erhdhte Caspase-8 versus FLIP Expression in
TRAIL-sensitiven Zelllinien. Eine erhthte TRAIL-Resistenz kénnte auch mit einer
verstarkten FLIPs-Expression einhergehen (Zeise et al., 2004). Insgesamt wurden in
den untersuchten Melanomzelllinien nur geringe oder gar keine FLIPs-Expressionen
verzeichnet (Abb. 4.3.1). In den Melanomzelllinien der RGP schien keine Korrelation
zwischen der TRAIL-Resistenz und der Proteinexpression zu bestehen. Einzige
Ausnahme war die TRAIL-resistente Zelllinie WM-1552C (R/R), die zumindest eine
starke FLIP_-Expression zeigte. In der ebenfalls TRAIL-resistenten Zelllinie WM-3211
(R/S) konnte dagegen keine signifikante FLIP -Expression dokumentiert werden. FLIPg
wurde in keiner der Melanomzelllinien der RGP exprimiert. Auch die Caspase-8-
Expression liel3 keine eindeutige Aussage zu, da sowohl TRAIL-resistente als auch
TRAIL-sensitive Zelllinien vergleichbare Mengen an Caspase-8 exprimierten (WM-35
(s/S), WM-1552 (R/R) und SBCL-2 (s/S)). Nur in einer der TRAIL-resistenten Zelllinien,
der Zelllinie WM-3211, wurde Caspase-8 schwach exprimiert.

Die Zellen der VGP verhielten sich ahnlich wie die Zellen der RGP (Abb. 4.3.1). Die
Zelllinien WM-793 (S/S), WM-115 (R/s), WM-3248 (R/S) und WM-1316 (s/S)

64



IV. Ergebnisse

exprimierten vergleichbare Mengen an Caspase-8, unabhangig von ihrer TRAIL-
Suszeptibilitdt. Nur eine TRAIL-resistente Zelllinie (WM-1819) zeigte eine schwachere
Caspase-8 Expression. Auch die Expression des FLIP_ war in allen Zelllinien &hnlich.

WM-115 (R/s) exprimierte als einzige Zelllinie FLIPs in geringer Menge.

In den Zelllinien des MM (Abb. 4.3.1) war die Expression der Caspase-8 in SKmel-19
(s/S), MeWo (s/S) und MV3 (R/s) héher als in den Zelllinien M5 (R/s), WM-852 (R/S)
und IGR-39 (s/S). Somit exprimierten nur 2 der 3 resistenten Zelllinien (M5, WM-852)
verhaltnismaRig geringe Caspase-8 Mengen. Auch die Expression von FLIP_ war
weitestgehend gleichmalig stark in 3 Zelllinien (SKmel-19 (s/S), IGR-39 (s/S), MV3
(R/s)) und gleichmafig schwach in den 3 anderen Zelllinien (M5 (R/s), WM-852 (R/S),
MeWO (s/S)). Alle untersuchten Zelllinien des MM exprimierten FLIPs, aber nur SKmel-
19 (s/S) und WM-852 (R/S) in grolReren Mengen. So scheint auch in diesem
Progressionsstadium keine eindeutige Korrelation zwischen der relativen

Expressionsrate von Caspase-8 und FLIP und der TRAIL-Suszeptibilitdt zu existieren.

Alle 3 Melanomzelllinien des HM (Abb. 4.3.1) exprimierten unabh&ngig von ihrer TRAIL-
Suszeptibilitat Caspase-8 und FLIP.. Nur eine der Zelllinien, die einzig sensitive,
exprimierte FLIPs (WM-451 (s/S)). Lediglich in diesem Progressionsstadium
exprimierten alle 3 Melanomzelllinien des HM eine héhere Menge an FLIP_ im Vergleich

zu Caspase-8, wiederum unabh&ngig von der TRAIL-Suszeptibilitat.

Zusammenfassend zeigt sich, dass sich nur in den wenigsten Melanomzelllinien ein
Zusammenhang zwischen der TRAIL-Resistenz und der relativen Caspase-8/FLIP-
Expression anzudeuten scheint (Abb. 4.3.1), es grundséatzlich aber keine eindeutige
Korrelation zwischen diesem Expressionsmuster und dem Apoptoseverhalten der
Zelllinien gegentber TRAIL gibt.
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Abbildung 4.3.1: Expressionsprofil des apoptotischen Proteins Caspase-8 und der anti-apoptotischen
Proteine FLIP. bzw. FLIPs: Nach Western-Blot-Analyse erfolgte die densitometrische Auswertung der
unstimulierten Melanomzelllinien. Als Referenz wurde
Standardabweichung aus jeweils 2 unabhéngigen Experimenten.
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4.3.2 Das relative Expressionsprofil von Caspase-3 und XIAP

Im Gegensatz zu dem Caspase-8/FLIP-Expressionsmuster, scheint eine Korrelation
zwischen dem XIAP/Caspase-3-Expressionsmuster und der apoptotischen Antwort zu
existieren (Abb. 4.3.2). In der RGP exprimierten nur die sensitiven Zelllinien WM-35
(s/S) und SBCL-2 (s/S) grolRere Mengen Caspase-3, wahrend die resistenten Zelllinien
WM-1552C (R/R) und WM-3211 (R/S) nur sehr wenig Caspase-3 exprimierten. Fir das
antiapoptotische Protein XIAP war das Ergebnis ebenfalls ziemlich eindeutig: nur die
zwei TRAIL-resistenten Zelllinien WM-1552C und WM-3211 exprimierten relativ grol3ere
XIAP-Mengen. Das Verhéltnis zwischen XIAP und Caspase-3 lag bei sensitiven
Zelllinien (WM-35 (s/S), SBCL-2 (s/S)) eindeutig auf der Seite von Caspase-3 und bei
resistenten Zelllinien (WM-3211 (R/S), WM-1552C (R/R)) deutlich auf der Seite von
XIAP. Ebenso exprimierten die resistenten Zelllinien der VGP gréRere Mengen XIAP als
Caspase-3 (WM-115 (R/s), WM-3248 (R/S), WM-1819 (R/s)). Die sensitive Zelllinie
WM-793 exprimierte, ebenfalls entsprechend ihres Apoptoseverhaltens, groliere
Mengen an Caspase-3 als XIAP. Nur die leicht sensitive Zelllinie WM-1366 (s/S)
exprimierte im Verhaltnis mehr XIAP als Caspase-3. Die sensitiven Zelllinien des MM
(Skmel-19 (s/S), MeWo (s/S)) exprimierten, wie die Zellen der RGP und VGP, mehr
Caspase-3 als XIAP. Auch die Expressionsmuster der resistenten Zelllinien
entsprachen ihrem Apoptoseverhalten. Sie exprimierten im Verhaltnis mehr XIAP als
Caspase-3 ((M5 (R/s), WM-852 (R/S), MV3 (R/s)). Nur die leicht sensitive Zelllinie IGR-
39 (s/S) exprimierte vergleichbare Mengen XIAP und Caspase-3. Die Zelllinien des HM
zeigten ein &hnliches Expressionsmuster. Die sensitive Zelllinie WM-451 (s/S)
exprimierte im Verhaltnis mehr Caspase-3 als XIAP. Die restlichen zwei resistenten
Zelllinien (WM-1205 (R/s), BLM (R/s)) exprimierten im Verhaltnis mehr XIAP als

Caspase-3, was wiederum jeweils ihrem Apoptoseverhalten entspricht.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass in 6 der 8 sensitiven Melanomzelllinien
im Verhaltnis mehr Caspase-3 als XIAP exprimiert wurde. Entsprechend wurde in den
10 resistenten Zelllinien im Verhaltnis mehr XIAP als Caspase-3 exprimiert. In 7 dieser
Zelllinien war das Verhaltnis zwischen XIAP und Caspase-3 signifikant (Abb. 4.3.2).
Man kann daraus schlussfolgern, dass die TRAIL-Resistenz vermutlich eher auf dem
Niveau von Caspase-3/XIAP als im Bereich des DISC im Caspase-8/FLIP ,cross talk"

entschieden wird.
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Abbildung 4.3.2: XIAP/Caspase-3-Expressionsmuster korreliert mit Apoptoseverhalten: Nach Western-
Blot-Analyse erfolgte die densitometrische Auswertung der unstimulierten Melanomzelllinien. Als
Referenz wurde b-Aktin verwendet. Dargestellt sind Mittelwert + Standardabweichung aus jeweils 2
unabhéngigen Experimenten.
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4.4 Die Rolle von Caspase-8 und FLIP | in TRAIL-resistenten Melanomzellen

Der Vergleich des basalen Proteinexpressionsniveaus zeigte, dass die TRAIL-
Resistenz nicht eindeutig mit dem Expressionsverhaltnis zwischen Caspase-8 und
FLIPs korrelierte. Folglich sollte die TRAIL-Sensitivierung der Melanomzellen durch
UVB-Strahlung nicht mit einer verstarkten Prozessierung der Caspase-8 und/oder einer
Verdnderung des FLIP -Expressionsniveaus einhergehen. Beides wurde nach
Stimulation mit TRAIL und Kostimulation mit UVB mittels Western-Blot-Analyse
ermittelt. Um die Ergebnisse zusatzlich abzusichern, wurde ein Caspase-8-
Aktivitdtsassay zur Bestimmung ihrer proteolytischer Aktivitdt unter den verschiedenen

Stimulationsbedingungen durchgefihrt.

Die Ergebnisse des Caspase-8-Aktivitatsassays stimmten weitgehend mit der Caspase-
8-Prozessierung uberein. In allen 8 sensitiven Melanomzelllinien (WM-35 (s/S), SBCL-2
(s/S), WM-793 (S/S), WM-1366 (s/S), SKmel-19 (s/S), MeWO (s/S), IGR-39 (s/S); WM-
451 (s/S)) wurde sowohl nach 6-stiindiger Stimulation mit TRAIL als auch nach
Kostimulation mit UVB eine Caspase-8 Prozessierung und Aktivierung entsprechend
ihres Apoptoseverhaltens festgestellt (Abb. 4.4.1A+B). Die Caspase-8 wurde in den
meisten TRAIL-resistenten Melanomzelllinien nicht prozessiert. Allerdings konnte in
einigen resistenten Zelllinien (WM-115 (R/s), WM-3248 (R/s), MV3 (R/s)) eine
eindeutige Caspase-8-Prozessierung ermittelt werden, jedoch ohne eine messbare
katalytische Aktivierung. Durch UVB-Kostimulation konnte in keiner der TRAIL-
resistenten Melanomzelllinien eine Steigerung der Caspase-8-Prozessierung erzielt
werden. Der FLIP_-Status blieb in allen 18 Melanomzelllinien unabhé&ngig von der
Stimulation konstant. Somit scheint die UVB-Kostimulation zu diesem frihen Zeitpunkt
ebenfalls keinen signifikanten Einfluss auf die FLIP-Proteinexpression auszuiben.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der FLIP- und Caspase-8-

Prozessierungsstatus nicht die entscheidende Rolle in der UVB-induzierten
Sensitivierung der Melanomzellen gegeniber TRAIL spielt.
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Zelllinien der radialen Wachstumsphase (RGP)
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Abbildung 4.4.1: FLIP_- und Caspase-8-Prozessierungsstatus spielen nicht die entscheidende Rolle in
der UVB-induzierten Sensitivierung: A) Dargestellt ist die Expression des anti-apoptotischen Proteins
FLIP_ und des pro-apoptotischen Proteins Caspase-8, sowie deren Spaltprodukte. Die Melanomzelllinien
wurden mit iz-TRAIL (100 ng/ml) und UVB (10 bzw. 20 mJ/cmZ) einzeln oder in Kombination stimuliert.
Nach 6 h wurden die Zellen lysiert und die Lysate im Rahmen einer Western-Blot-Analyse mittels
spezifischer Antikérper analysiert. -Aktin diente als Ladekontrolle. B) Die Zellen wurden ebenfalls wie
unter A beschrieben stimuliert. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen, als Referenz diente der
Lysepuffer. Die Zellen wurden nach 6 h Stimulation lysiert und die Caspase-8-Aktivitat in einem Caspase-
Assay mittels eines Fluorophor-gekoppelten, spezifischen Caspasesubstrats (Ac-IETD-AMC) ermittelt.
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Zelllinien der vertikalen Wachstumsphase (VGP)
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Zelllinien des metastatischen Melanoms (MM)
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Zelllinien des hoch aggressiven Melanoms (HM)
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4.5 Die Rolle von Caspase-3 und XIAP in TRAIL-resis tenten Melanomzellen

Da die Ergebnisse des basalen XIAP- und Caspase-3-Expressionsmusters bereits
Hinweise auf deren Beteiligung an der TRAIL-Suszeptibilitatt der Melanomzellen
ergaben, wurde im folgenden Schritt das Prozessierungsmuster der Caspase-3 im
Verhdltnis zur XIAP-Expression sowie auch der | B -Degradierung 6 h nach der
Stimulation mittels Western-Blot Verfahren untersucht. Auch hier wurde zur

Unterstlitzung der Proteindaten parallel ein Caspase-3 Aktivitatsassay durchgefihrt.

Die Ergebnisse der Caspase-3-Prozessierung und des Caspase-Aktivitatsassays, sowie
auch der XIAP-Depletion entsprachen dem Apoptoseverhalten der Melanomzellen. So
zeigten TRAIL-resistente Zelllinien jeweils gar keine oder nur eine partielle
Prozessierung der 33 kD Caspase-3 Proform in das katalytisch inaktive p21 Fragment
und eine stabile XIAP Expression (WM-1552C, WM-3211, WM-115, WM-3248, WM-
1819, M5, WM-852, MV3, WM-1205, BLM). Die Sensitivierung der Zelllinien durch UVB
(alle Zelllinien aul3er 1552C) ging jeweils mit einer vollstdndigen Prozessierung (Abb.
4.5.1A) von Caspase-3 in das katalytisch, aktive p17 Fragment und dementsprechend
mit einer massiven Steigerung der katalytischen Aktivitdt einher (Abb. 4.5.1B). Die
vollstdndige Caspase-3-Prozessierung korrelierte jeweils eindeutig mit einer Depletion

des spezifischen Inhibitors XIAP.

Diese Ergebnisse deuten stark darauf hin, dass sowohl die TRAIL-Resistenz als auch
die UVB-induzierte Sensitivierbarkeit von Melanomzellen auf dem Niveau von Caspase-
3 und XIAP begrindet wird. UVB-Strahlung alleine induzierte in keiner der Zelllinien
eine Degradierung von XIAP oder eine Caspase-Prozessierung oder -Aktivierung,

wodurch die Sublethalitat der Dosis bestatigt wurde.

Um die Zusammenhéange der NF-kB Aktivierung, der XIAP Expression sowie der TRAIL
Sensitivierung naher zu erforschen, wurde die | B -Degradierung mit der XIAP
Transkription direkt verglichen. NF-kB wird in unstimulierten Zellen durch den
spezifischen Inhibitor | B zurlickgehalten (Maniatis, 1997). Durch die Stimulation
kommt es zur | B Phosphorylierung und somit zur NF-kB Freisetzung. In den Kern

transloziertes NF-kB induziert unter anderem die Expression anti-apoptotischer Gene,
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wie die von XIAP und FLIP (Wang et al., 1998; Beg and Baltimore, 1996), sowie die des

eigenen Inhibitors | B .

Zelllinien der radialen Wachstumsphase (RGP)
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Abbildung 4.5.1: Die Caspase-3-Prozessierung korreliert mit der | B und der XIAP Degradierung: A)
Dargestellt ist die Expression des anti-apoptotischen Proteins XIAP und des pro-apoptotischen Proteins
Caspase-3, sowie deren Spaltprodukte. Die Melanomzelllinien wurden mit iz-TRAIL (100 ng/ml) und UVB
(10 bzw. 20 mJ/cmz) einzeln oder in Kombination stimuliert. Nach 6 h wurden die Zellen lysiert und die

Lysate durch eine Western-Blot-Analyse mittels spezifischer Antikorper analysiert.

-Aktin diente als

Ladekontrolle. B) Die Zellen wurden ebenfalls, wie unter A beschrieben, stimuliert. Als Kontrolle dienten
unbehandelte Zellen, als Referenz diente der Lysepuffer. Die Zellen wurden nach 6 h Stimulation lysiert
und die Caspase-3-Aktivitat in einem Caspase-Assay mittels eines Fluorophor-gekoppelten, spezifischen

Caspasesubstrats (Ac-DEVD-AMC) ermittelt.
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Zelllinien der vertikalen Wachstumsphase (VGP)
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Zelllinien des metastatischen Melanoms (MM)
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Zelllinien des hoch aggressiven Melanoms (HM)
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4.6 Die transkriptionelle Regulation von XIAP und F  LIP

| B -Degradierung fuhrt allgemein etabliert zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
NF-kB. Die verstarkte Degradierung von | B nach der TRAIL und UVB-Kostimulation
geht gleichzeitig mit einem verstarkten Rickgang des Caspase-3 Inhibitors XIAP einher
(Abb. 4.5.1A). XIAP wiederum ist ein NF-kB transkribiertes Gen. Das gleiche gilt fur
FLIP, welches auf Proteinebene zum untersuchten Zeitpunkt allerdings nicht reguliert
vorliegt. Andererseits konnte fir NF-kB eine Konvertierung von einem Aktivator in einen
Repressor anti-apoptotischer Gene unter Einfluss von UVB-Strahlung nachgewiesen
werden (Poppelmann et al., 2005). Um den Einfluss der UVB-Kostimulation auf die
TRAIL und NF- B-vermittelte Transkription von FLIP und XIAP zu Uberprifen, wurde
nach 4-stundiger Stimulation eine RT-PCR durchgefuhrt.

4.6.1 Einfluss der | kBa-Degradierung, respektive NF- kB-Aktivierung, auf die
Expression von XIAP und FLIP

TRAIL alleine induzierte in 15 der 18 Melanomzelllinien eine schwache bzw. eine totale
| B -Degradierung. Lediglich in 3 Zelllinien (WM-1552C, WM-3211, BLM) konnte keine
qualitative IkBa-Degradierung analysiert werden (Abb. 4.5.1A). Die Melanomzellen
zeigten entweder eine konstitutive XIAP-Expression oder FLIP-Expression oder eine
sehr geringe bis nicht vorhandene Basalexpression. Die Zelllinien M5 (R/s) und MV3
(R/s) transkribierten basale FLIP mRNA in sehr geringer Menge. Auch das basale
MRNA-Level von XIAP war in einigen Zelllinien sehr gering (WM-35(s/S), SBCL-2 (s/S),
WM-115 (R/s), WM-852 (R/S), WM-1205 (R/s)). Nach alleiniger TRAIL-Stimulation
blieben konstitutive Expressionsniveaus unverandert, wahrend es zu einer gesteigerten

MRNA- Expression in Zellen ohne Basalexpression kam (Abb .4.6.1 (1+2)).

Alle Zelllinien reagierten, unabhangig von dem basalen Expressionsniveau, auf
Kostimulation mit UVB mit einer signifikanten Repression der FLIP- und XIAP-
Transkription (Abb.4.6.1 (1+2)). Der Einfluss der UVB-Kostimulation war besonders
stark im mRNA-Level von XIAP. Nur hier wurde eine totale Repression nach der
Kostimulation festgestellt. Aber obwohl auf der Proteinebene nach 6 h Stimulation keine

Depletion von FLIP_ nach der Kostimulation festgestellt werden konnte (Abb. 4.4.1A),
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wurde in allen Zelllinien, aufRer bei der resistenten Zelllinie WM-1552C, eine totale bzw.

eine schwache Repression des mRNA-Levels von FLIP dokumentiert.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die Kostimulation mit UVB eine I|kBa-
Degradierung induziert, gefolgt von der NF-kB-abhangigen Repression von XIAP und
FLIP auf Transkriptionsebene und eine Depletion von XIAP auf Proteinebene, passend
zur TRAIL-Sensibilisierung. Dies deutet auf eine Korrelation zwischen der TRAIL-
Sensibilisierung und der XIAP-Repression hin, da in 17 Melanomzelllinien die
Repression mit der IkBa-Degradierung und mit der Sensitivierung der Zellen gegeniber
TRAIL einherging. Diese Ergebnisse wurden durch die einzige total resistente Zelllinie
WM-1552C ebenfalls bestétigt. Bei dieser konnte weder eine IkBa-Degradierung noch
eine NF-kB-abhangige Repression von XIAP und FLIP auf Transkriptionsebene

festgestellt werden, und somit fand auch keine TRAIL-Sensibilisierung statt.
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FLIP-Expression
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Abbildung 4.6.1 (1): Die Kostimulation mit UVB induziert die Repression des anti-apoptotischen Gens
FLIP: Dargestellt sind die Ergebnisse der FLIP RT-PCR. Die Zellen blieben unstimuliert oder wurden mit
iz-TRAIL (100 ng/ml) bzw. mit iz-TRAIL und UVB (10 bzw. 20 mJ/cm?) stimuliert. Nach 4 h wurde die
mMRNA isoliert und die Expressionsrate von FLIP mittels semiquantitativer PCR Uberprift. GAPDH diente
als Expressionskontrolle.
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XIAP-Expression
TRAIL TRAIL
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Abbildung 4.6.1 (2): Die Kostimulation mit UVB induziert die Repression des anti-apoptotischen Gens
XIAP: Dargestellt sind die Ergebnisse der XIAP RT-PCR. Die Zellen blieben unstimuliert oder wurden mit
iz-TRAIL (100 ng/ml) bzw. mit iz-TRAIL und UVB (10 bzw. 20 mJ/cm?) stimuliert. Nach 4 h wurde die
mMRNA isoliert und die Expressionsrate von XIAP mittels semiquantitativer PCR Uberprift. GAPDH diente
als Expressionskontrolle.
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4.7 Die Beteiligung des intrinsischen Signalweges an der TRAIL-induzierten
Apoptose und deren UVB-induzierten Verstarkung

Das Mitochondrium spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Apoptoseinduktion. In
Folge apoptotischer Stimulation transloziert das pro-apoptotische Protein Bax an die
Mitochondrienmembran, wo es die Freisetzung pro-apoptotischer Faktoren und damit

die Aktivierung der Initiatorcaspase-9 induziert (Belizario et al., 2007).

4.7.1 Das Transkriptionsmuster des pro-apoptischen Proteins Bax

Um zu beweisen, dass die durch UVB vermittelte und mit verstarkter IkBa-
Degradierung einhergehende XIAP- und FLIP- Repression tatsachlich ein aktiver NF-
kB-gesteuerter Prozess ist, wurde die Expression des ebenfalls an der Apoptose
beteiligten, aber NF-kB-unabhangig exprimierten Bax-Gens, analysiert. Das
Expressionsmuster in der RT-PCR-Analyse blieb durch die Stimulation mit TRAIL und
der Kostimulation mit UVB vollkommen unbeeinflusst (Abb. 4.7.1). Dieses Ergebnis
weist eindeutig darauf hin, dass die mMRNA-Repression von FLIP und XIAP tatsachlich
NF-kB-vermittelt ist und es sich nicht um ein allgemeines Phanomen handelt, wie eine

UVB-induzierte Verringerung der mRNA Stabilitat o.4.
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Bax-Expression
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Abbildung 4.7.1: Die Kostimulation mit UVB fihrt nicht zur Repression des pro-apoptischen Gens Bax:
Dargestellt sind die Ergebnisse der Bax RT-PCR. Die Zellen blieben unstimuliert oder wurden mit iz-
TRAIL (100 ng/ml) bzw. mit iz-TRAIL und UVB (10 bzw. 20 mJ/cm?) stimuliert. Nach 4 h wurde die mRNA
isoliert und die Expressionsrate von Bax mittels semiquantitativer PCR Uberpruft. GAPDH diente als
Expressionskontrolle.
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4.7.2 Die Bestimmung der Caspase-9-Aktivitat

Um auszuschliel3en, dass die verstarkte Caspase-3-Prozessierung und -Aktivierung
durch Caspase-9-Aktivierung verursacht wird, wurde ein Caspase-9-Aktivitats-Assay
durchgeftihrt. Die Caspase-9 Aktivitat korrelierte mit dem Apoptoseverhalten fast aller
Melanomzelllinien. In 3 der 18 Zelllinien wurde eine signifikante, in 6 lediglich eine
marginale Erhéhung der Caspaseaktivitat nach alleiniger TRAIL-Stimulation analysiert.
In 16 der 18 Zelllinien wurde nach der UVB-Kostimulation ebenfalls eine schwache oder
moderate Erhdhung (WM-35 (s/S), SBCL-2 (s/S), WM-793 (S/S), WM-3248 (R/S),
Skmel-19 (s/S), M5 (R/s), IGR-39 (s/S)) der Caspase-9 Aktivitat detektiert, passend zur
TRAIL-Suszeptibilitdt (Abb. 4.7.2). Insgesamt war die Aktivitat der Caspase-9 so niedrig
wie die von Caspase-8 (Abb .4.4.1B). Lediglich die Caspase-3 wies eine massive
Aktivitdtserhdhung durch UVB-Kostimulation auf (Abb. 4.5.1B). Diese Daten zeigen,
analog zu denen mit Caspase-8, dass fur die verstarkte Caspase-3-Prozessierung und
Aktivierung ,upstream” Caspasen nicht zustdndig sind, sondern dass andere

Mechanismen — wie eine differentielle XIAP-Regulierung — essentieller sind.
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Abbildung 4.7.2: Die Aktivitat der Caspase-9 ist so niedrig wie die von Caspase-8: Messung der
Caspase -9-Aktivitat nach 6-stindiger Stimulation mit jeweils iz-TRAIL (100 ng/ml), UVB (10 bzw. 20
mJ/cm) oder der Kostimulation von TRAIL mit UVB. Als Kontrolle dienten unbehandelte Zellen, als
Referenz diente der Lysepuffer. Die Zellen wurden nach 6 h Stimulation lysiert und die Caspase-3-
Aktivitat in einem Caspase-Aktivitats-Assay mittels eines Fluorophor-gekoppelten, spezifischen
Caspasesubstrats (Ac-LEHD-AMC) ermittelt.
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4.8 Untersuchung des NF- KkB-regulierten, anti-apoptotischen XIAP Proteins

Das Prozessierungs- und Expressionsmuster des anti-apoptotischen XIAP Proteins
bestatigt eindeutig den Einfluss von XIAP auf die TRAIL-Sensibilisierung der
Melanomzellen. Die n&chste zu klarende Frage war, ob die tatsachlich NF-kB-
abhangige, transkriptionelle Repression fir die verstarkte Depletion des zellularen
Gesamtproteingehaltes von XIAP verantwortlich ist. Daflr wurden 4 verschiedenen
Zelllinien (WM-3211 (RGP), WM-115 (VGP), MV3 (MM), BLM (HM)), die die
verschiedenen Tumorprogressionsstadien reprasentieren, detaillierter untersucht. Dabei
handelte es sich jeweils um Melanomzelllinien, die TRAIL-resistent waren, aber durch
Kostimulation mit UVB sensibilisiert werden konnten. Zundchst wurde die NF-kB-
abhangige XIAP-Repression auf die TRAIL- und UVB-induzierte Apoptoserate bzw. auf
die Depletierungsrate von endogenem und ektopisch exprimiertem XIAP mittels

Western-Blot-Verfahren dokumentiert.

4.8.1 Einfluss der XIAP-Uberexpression bzw. ,knock-down* auf die TRAIL-

Resistenz

Die Melanomzelllinien wurden mit einem GFP-XIAP-Fusionsprotein bzw. mit einem
Kontrollvektor transfiziert. Die Zellen wurden nach 24 h mit TRAIL, UVB oder einer
Kombination aus beiden fir jeweils 16 h stimuliert, und die Proteinextrakte in Western-
Blot-Analysen verglichen. Die Apoptoserate wurde in einem Cell Death Detection ELISA
ermittelt. In allen 4 Zelllinien wurde eine signifikante Herunterregulierung des
endogenen XIAP nach UVB-Kostimulation festgestellt. Dagegen wurde das ektopische
XIAP eindeutig geringer depletiert, da der virale Promotor konstitutiv XIAP exprimiert.
Diese starke Depletion von endogenem XIAP weist auf eine zusétzliche Beteiligung der
NF-kB-abhangigen Repression der XIAP Synthese hin, die somit zu einer verstarkten
Abnahme des zellularen Gesamtproteingehaltes an XIAP beitragt. Die Zelllinien (WM-
3211, WM-115, MV3, BLM), bei denen GFP-XIAP Uberexprimiert wurde, zeigten eine
eindeutig verstarkte Resistenz gegenuber der TRAIL und UVB-Kostimulation im
Vergleich zu den Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert wurden (Abb. 4.8.1A).

Die Apoptoserate nahm im Durchschnitt um 25% ab.
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Mittels ,knock-down* von XIAP wurde die entscheidende Rolle von XIAP bei der
Vermittlung der Apoptose-Resistenz erneut bestéatigt. Dafir wurden alle 4
Melanomzelllinien mit XIAP-spezifischer siRNA transfiziert und nach 48 h (WM-115)
bzw. 72 h (MV3, BLM, WM-3211) wurden sie fir 16 h mit TRAIL stimuliert. Es wurde in
allen 4 Zelllinien ein Anstieg der Apoptoserate nach alleiniger TRAIL-Stimulation
festgestellt. Durch die Western-Blot-Analyse wurde der erfolgreiche XIAP ,knock-down*
bei allen 4 Melanomzelllinien dokumentiert. Vor allem die Tatsache, dass in den
Kontrollzellen (scr-siRNA) tatséchlich keine XIAP-Degradierung nach der TRAIL-
Stimulation zustande kam, bekréaftigt die Reproduzierbarkeit der Daten (Abb. 4.8.1B).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die XIAP-Uberexpression, die TRAIL

Resistenz und ein ,knock-down*“ von XIAP eine starke TRAIL-Sensitivierung induziert.
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Abbildung 4.8.1 : A) XIAP-Uberexpession induziert Resistenz der Melanomzelllinien: Uberpriifung der
Depletion des endogenen und ektopisch exprimierten XIAP-Proteins. Die Zellen wurden mit einem
Kontrollvektor (Mock = pEGFP-C1) oder mit dem GFP-XIAP kodierendem Plasmid transfiziert. 24 h nach
der Transfektion blieben die Zellen unstimuliert oder wurden fir 16 h mit iz-TRAIL (100 ng/ml) und UVB
(20 mJ/cmZ) allein oder in Kombination stimuliert. Als Ladungskontrolle diente -Aktin. B) Der ,knock-
down“ von XIAP erhohte die apoptotische Antwort der Zellen auf die TRAIL-Stimulation: Als
Transfektionskontrolle dienten Zellen, die mit einer ,scrambled” siRNA transfiziert worden waren. 72 h
nach der XIAP-siRNA Transfektion erfolgte die iz-TRAIL Stimulation (100 ng/ml), und nach 16 h wurde
die Apoptoserate ermittelt.
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4.8.2 Auswirkungen der Inhibierung von | B

Letztendlich sollte die ausschlaggebende, regulierende Wirkung von NF- B auf die
verstarkte XIAP-Depletion bestétigt werden. Daflr wurden alle 4 Melanomzelllinien mit
dem | B -Super-Repressor (I B -SR) transfiziert. Bei | B -SR wurden die beiden
Serinreste an Position 32/36 gegen Alanin ausgetauscht, wodurch dieses nicht mehr
phosphoryliert und das Protein nicht mehr degradiert werden kann. | B -SR sollte somit
als kompetitiver Bindungspartner fiur NF- B in der Zelle dienen und dessen Freisetzung
und Aktivierung verhindern. Somit wirde die Verhinderung der NF-kB vermittelten XIAP-
Repression der Apoptose entgegenwirken. 24 h nach der Transfektion (I B -SR) wurden
die Zelllinien (WM-3211, WM-115, MV3, BLM) mit TRAIL, UVB oder einer Kombination
aus beiden fir jeweils 16 h stimuliert, die Apoptoserate mittels ,Cell Death Detection
ELISA" analysiert und in Proteinextrakten der | B - und XIAP- Status parallel ermittelt. Alle
4 Melanomzelllinien, in denen | B -SR Uberexprimiert wurde, zeigten im Cell Death
Detection ELISA eine signifikante Senkung der Apoptoserate nach Kostimulation mit UVB.
Diese Ergebnisse konnten ebenfalls in der Western-Blot-Analyse bestatigt werden. Im
Vergleich zu den Zellen, die mit dem Kontrollvektor transfiziert wurden, konnte inden | B -
SR-transfizierten Zellen lediglich eine schwache XIAP-Depletion dokumentiert werden
(Abb. 4.8.2).

Zusammenfassend kann hier gesagt werden, dass die NF-kB abhangige, transkriptionale

Repression zu einer verstarkten Depletion des zellularen Gesamtproteingehaltes von XIAP

und somit zur TRAIL-Sensibilisierung der Melanomzelllinien beitragt.
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Abbildung 4.8.2: | B -SR-Uberexpression induziert eine signifikante Senkung der Apoptoserate: Die
Zellen wurden mit einem leeren Vektor (Mock = pEGFP-C1) oder mit einem Plasmid transfiziert, auf
welchem | B -SR kodiert war. 24 h spater blieben die Zellen unstimuliert oder wurden fur 16 h mit iz-
TRAIL (100 ng/ml), UVB (20 mJ/cm?®) oder mit TRAIL und UVB stimuliert und danach die Apoptose
bestimmt. Die Apoptoserate wurden in einem ,Cell Death Detection ELISA" ausgewertet. Die
verbleibenden Zellen wurden lysiert und die Uberexpression durch eine Western-Blot-Analyse iiberpriift.
Als Ladekontrolle diente -Aktin.
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4.9 Die proteasomale Degradierung von XIAP

Nachdem festgestellt wurde, dass die XIAP-Depletion die entscheidende Rolle in der
TRAIL-Sensitivisierung spielt, wurde dieses Phanomen naher betrachtet. Durch die
Induktion der Apoptose kommt es ebenfalls zur Depletion an viral exprimiertem XIAP.
Dieser Mechanismus ist laut Literatur vermutlich an die proteasomale Degradierung von
XIAP gekoppelt (Yang & Li, 2000). Diese potentielle, Proteasom gesteuerte XIAP-
Degradierung wurde im Detail in 4 zufallig ausgewdahlten, unterschiedlichen
Melanomzelllinien (WM-3211, WM-115, WM-852, WM-3248) untersucht.

Die Zellen wurden vor der Kostimulation mit iz-TRAIL (100 ng/ml) und UVB (20 mJ/cm?)
30 min. lang mit dem Proteasom-Inhibitor MG132 préainkubiert. Die XIAP-Degradierung
wurde danach mittels Western-Blot analysiert. Die Proteasom-Inhibierung fuhrte in allen
4 Zelllinien nicht zum Erhalt der 55 kD XIAP Bande, sondern lediglich zur Stabilisierung
einer 29 kD grol3en, trunkierten XIAP-Variante (Abb .4.9.1). Dieses Ergebnis deutet auf
eine proteolytische Prozessierung hin, die der proteasomalen Degradierung von XIAP
vorausgehen muss. Um zu Uberprifen, ob es sich bei der verantwortlichen Protease
eventuell um eine Caspase handeln kdnnte, wurden die Zelllinien WM-3211 und WM-
3248 vor der 16-stiindigen Kostimulation (TRAIL + UVB) entweder mit dem
proteasomalen Inhibitor MG132, dem umfassenden Caspase-Inhibitor zQVD oder einer
Kombination aus beiden stimuliert. Die trunkierte Variante (29 kD) des XIAP Proteins
wurde in geringem Mal3e in beiden kostimulierten Zelllinien (WM-3211 und WM-3248)
detektiert, die keinen der Inhibitoren (MG132, zQVD) enthielten. In Zellen, die nur mit
MG132 stimuliert wurden, wurde das XIAP-Spaltprodukt (29 kD) offensichtlich
stabilisiert (Abb. 4.9.2). Die Caspase-Inhibierung durch zQVD und konsequenter Weise
auch die zusatzliche Proteasom-Inhibition (MG132) fuhrte hingegen zum Erhalt des
vollstandigen XIAP Proteins (55 kD).

Zusammenfassend lasst sich vermuten, dass die Caspase-vermittelte, proteolytische

Spaltung von XIAP eine Voraussetzung fiur dessen anschlielRende, vollstandige

Eliminierung durch proteasomale Degradierung ist.
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Abbildung 4.9.1: Die XIAP-Degradierung ist kein rein proteasomaler Prozess. Die Zelllinien (WM-3211,
WM-115, WM-852 und WM-3248) wurden 30 min. mit MG132 (20 M) prainkubiert und anschliel3end fur
6 h mit UVB (20 mJ/cmz) und iz-TRAIL (100 ng/ml) kostimuliert. Als Kontrolle dienten unstimulierte, sowie
kostimulierte Zellen ohne Zusatz von MG132. Nach 6 h wurden die Zellen lysiert und die Lysate durch
eine Western-Blot-Analyse mittels XIAP Antikdrper analysiert. Als Ladungskontrolle diente -Aktin.
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Abbildung 4.9.2:

Caspase-Inhibierung (zQVD) verhindert die XIAP-Spaltung: Die Zelllinien WM-3211

(entnommen aus der Diplomarbeit von Alexandra Kunz) und WM-3248 wurden 30 min. vor der
Stimulation entweder mit dem proteasomalen Inhibitor MG132 (20 M), dem Caspase-Inhibitor zQVD
(20 M) oder einer Kombination aus beiden prainkubiert. Anschlieend blieben die Zellen unstimuliert
oder wurden mit iz-TRAIL (100 ng/ml) und UVB (20 mJ/cmz) kostimuliert. Nach 6 h wurden die Zellen

lysiert und die Proteinextrakte durch eine Western-Blot-Analyse mittels XIAP-Antikorper analysiert. Als
Ladungskontrolle diente -Aktin
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V. Diskussion

Das Melanom gehért zu den Krebsarten, die tédlich enden kénnen und bei denen die
herkdbmmliche konventionelle Chemotherapie nicht mehr anspricht (Soengas et al.,
2001). TRAIL ist in der Lage, uber die Trimerisierung der Todesrezeptoren und der
damit verbundenen Auslosung einer Signal-Kaskade die Apoptose zu induzieren
(Locksley et al., 2001; Denecker et al., 2001). Im Gegensatz zu den anderen TNF-
Familienmitgliedern induziert TRAIL die Apoptose selektiv in Tumorzellen (Wiley et al.,
1995). Die Tatsache, dass sich primare Melanozyten selbst gegentber hohen TRAIL
Konzentrationen resistent verhalten, unterstitzt die bereits bekannte Tumorselektivitat
von TRAIL und rechtfertigt somit dessen Einsatz als potentielles Krebstherapeutikum
(Walczak et al.,, 1999). Seit Jahren ist allerdings bekannt, dass eine Vielzahl von
Tumorzellen, darunter auch ein betrachtlicher Teil von Melanomzelllinien, resistent
gegeniber der TRAIL-induzierten Apoptose sind, was ein grof3es Problem bei der
Entwicklung effizienter Krebstherapien darstellt (Grotzer et al., 2000; Hopkins et al.,
2000; Griffith et al., 1998a; Merino et al., 2007). In einigen Studien konnte allerdings
gezeigt werden, dass die TRAIL-induzierte Apoptose durch zusatzliche Stimulation mit
anderen Apoptose-auslosenden Agenzien, wie Chemotherapeutika oder ionisierender
Strahlung, synergistisch gesteigert werden kann (Dejosez M et al., 2000; Lacour S.,
2001; Kim M. et al.,, 2001). Solche Kombinationstherapien sind somit fir eine
erfolgreiche Krebstherapie von grol3er Bedeutung. Weitere Untersuchungen zeigten,
dass die Barriere der TRAIL-Resistenz auch durch UVB-Strahlungen hoch synergistisch
durchbrochen werden kann (Zeise et al., 2004; Kim SC et al., 2007). Diese
Kombinationstherapie ist von gro3er Bedeutung, da UVB-Bestrahlung im Vergleich zu
anderen  Apoptose-auslésenden  Agenzien die geringsten, unerwinschten

Nebenwirkungen fur den Organismus besitzt.

Die Analyse von 18 Melanomzelllinien definierter Tumorprogressionsstadien auf ihre
Suszeptibilitat gegeniber TRAIL bzw. einer Stimulation mit TRAIL und UVB-Strahlung
zeigten eindeutig, dass die Reaktivitat der Melanomzelllinien in keinster Weise mit dem
jeweiligen Tumorprogressionsstadium korrelierte. In allen Stadien waren unselektiv
sowohl TRAIL-resistente als auch TRAIL-sensitive Zelllinien vertreten. Von den in
dieser Arbeit untersuchten 18 Melanomzelllinien waren lediglich 8 TRAIL-sensitiv. In 10

Melanomzelllinien reichte eine alleinige Stimulation mit 100 ng/ml TRAIL nicht fir die
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Induktion der Apoptose aus. Durch die Kombination von TRAIL mit einer sublethalen
UVB-Dosis, einer Dosis die also allein nicht zur Induktion des Zelltodes in der Lage ist,
konnten jedoch 9 der 10 resistenten Melanomzelllinien synergistisch gegentber TRAIL
sensitiviert werden. Die apoptotische Antwort initial sensitiver Zelllinien wurde signifikant
verstarkt. Dies zeigte, dass nicht die molekularen Verdnderungen, die wahrend der
Melanomprogression stattfinden fir die TRAIL-Resistenz verantwortlich zu machen
sind, sondern dass dieser Resistenz ein ubiquitarer molekularer Mechanismus

zugrunde liegen muss.

Auch das Verhalten der Melanomzelllinien gegenliber dem agonistischen Fas-AK ist
analog. Allerdings induzierte der Fas-Agonist nur in 2 Zelllinien die Apoptose. Durch die
sublethale UVB-Strahlung konnten bis auf 4 Zelllinien alle gegenuber der Fas-
induzierten Apoptose sensibilisiert werden. Der Fas-Agonist hat folglich im Vergleich zu
TRAIL einen schwacheren Einfluss auf das Apoptoseverhalten der Melanomzelllinien.
Folglich kann hier allgemein von einer stark eingeschrankten Suszeptibilitat von
Melanomzelllinien gegeniber der Todesligand-induzierten Apoptose, sowie auch von
einer allgemeingultigen synergistischen Sensitivierbarkeit durch zusatzliche Bestrahlung
mit sublethalen UVB-Dosen gesprochen werden. Auch wenn UVB in der Lage, war die
TRAIL resistenten Zelllinien zu sensibilisieren, kann UVB aufgrund seiner niedrigen
Eindringtiefe nur zur Behandlung von kutanen Melanomen, nicht aber bei bereits
metastasierenden Melanomen eingesetzt werden. Dies fuhrte zur Untersuchung einer
maoglichen Therapie mit dem mTOR Inhibitor Rapamycin. Stallone et al. postulierte eine
Regression der kutanen Kaposi-Sarkom Lasionen in Patienten nach 3-monatiger
Rapamycin Behandlung (Stallone et al., 2005). Rapamycin induziert eine Hemmung der
Tumor-Angiogenese  durch  verminderte  Freisetzung des  GefalRendothel-
Wachstumsfaktors (VEGF) und einer direkten Proliferationshemmung der Tumorzellen
(Guba et al.,, 2002). In Verbindung mit Sorafenib, einem Kinaseinhibitor, induzierte
Rapamycin doppelt so viel Apoptose, wohingegen Sorafenib alleine nur halb so effizient
war (Lasithiotakis et al.,, 2008). Zusatzlich zeigten frilhere Studien bereits, dass
Rapamycin in der Lage ist, TRAIL-resistente Tumorzelllinien durch die
Herunterregulierung des anti-apoptotischen Proteins FLIP zu sensibilisieren (Panner et
al., 2005). In der vorliegenden Studie konnte dieser Sachverhalt allerdings nicht
bestétigt werden, da lediglich in 3 Melanomzelllinien eine nur moderate Steigerung der

Apoptoserate nach Kostimulation mit Rapamycin induziert wurde. Die Melanomzelllinien
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haben mdglicherweise eine Resistenz gegeniber Rapamycin entwickelt, welche die
Verstarkung der Apoptose verhindern. Als eine der moglichen Ursachen der
Rapamycin-Resistenz werden die Mutationen von mTOR betrachtet, weil es dadurch
eine niedrige Bindungsaffinitdt fir Rapamycin besitzt und es somit nicht zu dessen

Inaktivierung kommt (Kurmasheva et al., 2006).

Seit Jahren wird tGber den Zusammenhang zwischen der Kéderrezeptor-Expression und
der TRAIL-Resistenz diskutiert (Degli-Esposti et al., 1997a, b; Merino et al., 2007). Es
wurde angenommen, dass die Koderrezeptoren (TRAIL-R3, TRAIL-R4) mit den
Todesrezeptoren (TRAIL-R1, TRAIL-R2) um die Bindung von TRAIL konkurrieren und
Zellen so vor der TRAIL-induzierten Apoptose schitzen kénnen. Auch Merino et al.
postulierten diese Annahme, dass der Koderrezeptor DcR2 (TRAIL-R4) die
Rekrutierung von pro-apoptotischen Rezeptoren an den DISC durch die TRAIL
Stimulation verhindert. Zusatzlich inhibiert der Kéderrezeptor DcR1 (TRAIL-R3) den
Aufbau des DISC durch Titration von TRAIL innerhalb von Membran-Mikrodomé&nen,
sogenannten Lipid-rafts. Die Tatsache, dass sich die TRAIL Rekombinanten nach der
Stimulation in den Lipid-rafts aufhalten und dass der Koderrezeptor DcR1 als einziger
der TRAIL-R sich in Lipid-rafts vermehrt aufhalt, begunstigt diese Titration (Merino et
al., 2006). Dies scheint aber nicht die Regel zu sein, da andere Publikationen diese
Behauptungen widerlegen. So konnte gezeigt werden, dass Zellen, die eine starke
Kdderrezeptor-Expression auf der Oberflache aufweisen, trotzdem sensitiv auf die
Behandlung mit TRAIL reagierten (Griffith et al., 1998b). Auch spezifische, gegen die
unterschiedlichen TRAIL-Rezeptoren gerichtete Antikdrper erbrachten nicht den
erwarteten Zusammenhang zwischen der  TRAIL-Resistenz und der
Kdderrezeptorexpression (Walczak & Krammer, 2000). Die Untersuchung der TRAIL-
Rezeptor-Expression der 18 Melanomzelllinien brachte recht eindeutig zum Ausdruck,
dass die TRAIL-Suszeptibilitat nicht, oder zumindest nicht ausschlief3lich, auf dem
Expressionsmuster der TRAIL-Rezeptoren begriindet liegt. Das Expressionsmuster
zeigte grundsatzlich, dass nur sehr wenig Koderrezeptoren exprimiert werden. In
wenigen Fallen existieren theoretische Ubereinstimmungen mit der TRAIL-
Suszeptibilitat, aber die Anzahl der Gegenbeispiele, die keine Korrelation zwischen
Kdderrezeptorexpression und TRAIL-Suszeptibilitdt zulassen, Uberwiegen weitgehend.
TRAIL-R1 kann sowohl durch l6sliches (iz-TRAIL) als auch durch membrangebundenes
TRAIL aktiviert werden, wahrend TRAIL-R2 nur durch membrangebundenes TRAIL
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aktiviert werden kann (Wajant et al., 2001). Hinweise auf eine dominierende Rolle bei
der Vermittlung der Apoptose gibt es sowohl fur TRAIL-R1 als auch fir TRAIL-R2. So
konnte eine erhdhte TRAIL Sensitivitdit mit einer hohen TRAIL-R1 Expression in
Melanomzellen korreliert werden (Kurbanov et al., 2005). Andererseits konnte in
humanen Myelomzellen die Apoptose lUber TRAIL-R1 und TRAIL-R2 induziert werden,
wobei die Effizienz Gber TRAIL-R2 starker war, obwohl es sich um eine I6sliche TRAIL
Variante (Apo2L/TRAIL.0) handelte (Gomez-Benito et al., 2007). Auch dies scheint nicht
immer die Regel zu sein, da die meisten hier untersuchten Zelllinien entweder TRAIL-
R1, TRAIL-R2 oder beides exprimierten, unabhéngig von deren TRAIL-Suszeptibilitat.
Zudem konnte auch in TRAIL-resistenten Zelllinien, die beide antagonistischen
Rezeptoren exprimierten, keine Apoptoseinduktion durch die Stimulation mit
membrangebundenem TRAIL erreicht werden (Diplomarbeit von Alexandra Kunz).
Somit ist das Expressionsmuster der agonistischen und antagonistischen TRAIL-
Rezeptoren nicht entscheidend oder zumindest nicht allein ausschlaggebend fir die

TRAIL-Suszeptibilitat in den hier untersuchten Melanomzelllinien.

Intrazellulare Mechanismen spielen ebenfalls eine bedeutende Rolle bei der Vermittlung
der TRAIL-Resistenz. Uber den Einfluss pro- und anti-apoptotischer Proteine auf die
TRAIL-vermittelte Apoptose wird seit Jahren viel diskutiert. Zu den Proteinen bzw.
Interaktionspartnern, die eine entscheidende Rolle in der TRAIL-Suszeptibilitat spielen,
zahlen vor allem Caspase-8 und FLIP sowie Caspase-3 und XIAP (Griffith et al., 1998a;
Chawla-Sarkar et al., 2004; Xiao et al., 2005). Eine ungleiche Expression dieser pro-
und anti-apoptotischen Proteine spielt eine wichtige Rolle bei der Krebsentstehung, da
diese Uber das Uberleben bzw. den Tod der Zellen entscheidet. Eine Verlagerung des
Gleichgewichts zu Gunsten der pro-apoptotischen Seite wiirde eine Sensitivierung bzw.
Apoptose in den Tumorzellen induzieren (Graaf et al., 2004; Hastak et al., 2003). Vor
allem die Uberexpression der anti-apoptotischen Proteine, wie XIAP und FLIP
begrinden die TRAIL-vermittelte Resistenz und beglnstigen somit die
Melanomentwicklung (Chawla-Sarkar et al., 2004; Griffith et al., 1998a). Es konnte
zusatzlich in primitiven neuroektodermalen Tumorzellen (PNET) gezeigt werden, dass
nur die TRAIL-sensitiven PNET Zellen Caspase-8 exprimierten, wohingegen in TRAIL-
resistenten Zellen keinerlei Caspase-8 Expression detektierbar war (Grotzer et al.,

2000). Ahnliche Beobachtungen wurden auch in Neuroblastomzellen (NB) erzielt. Hier
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exprimierten maligne NB-Zellen niedrige Caspase-8 Proteinmengen im Vergleich zum
benignen Ganglioneurom (Hopkins-Donaldson et al., 2000).

Die Prozessierungsmuster der Caspase-8, sowie die Ergebnisse der Caspase-8-
Aktivitdtsanalysen stimmten weitgehend mit dem initialen Apoptoseverhalten gegentber
TRAIL-Stimulation Uberein. So zeigten TRAIL-resistente Zelllinien grundsatzlich keine
Caspase-8-Prozessierung und -Aktivierung, wahrend sensitive Zelllinien deutliche
Caspase-8 Spaltung demonstrierten. TRAIL-Suszeptibilitat scheint also tatsachlich auf
der Basis des rezeptornahen DISC entschieden zu werden. Uberraschenderweise
zeigten 3 resistente Melanomzelllinien (WM-115 (R/s), WM-3248 (R/s), MV3 (R/s))
trotzdem Caspase-8 Prozessierung, die allerdings wiederum nicht mit einer
katalytischen Aktivitatssteigerung einherging. Vermutlich wird die enzymatische Aktivitat
durch Bindung eines anti-apoptotischen Proteins an die prozessierte Caspase-8
verhindert, ahnlich wie es fir die Interaktion von IAP Proteinen mit Effektorcaspasen
beschrieben ist (Han et al., 1997; Micheau & Merino, 2004). FLIP kommt mit grofRer
Wahrscheinlichkeit hier nicht in Frage, da es normalerweise bereits die Caspase-8
Prozessierung verhindert (Bullani et al., 2001). Die anti-apoptotischen Proteine clAP
(,cellular 1AP*) kénnten hier moéglicherweise in Frage kommen. Es wurde postuliert,
dass clAP Proteinen die Caspase-8 Aktivitdt nach TNF Stimulation unterdriicken (Wang
et al., 1998), obwohl Eckelman et al. im Gegenteil zeigen konnten, dass die beiden
clAP Formen (clAP1 und clAP2) nur Caspase binden, ohne sie jedoch zu inaktivieren
(Eckelman et al., 2006a). Somit steht dies im Widerspruch zu dem, was von Wang et al.
gezeigt wurde und erfordert weitere Versuchsansatze in Melanomzellen. Alternativ
postulierten Skaletskaya et al. dass im humanen Zytomegalie Virus ein Zelltod-Inhibitor
namens VICA (viral inhibitor of caspase-8-induced apoptosis) identifiziert wurde, der die
Aktivierung von Caspase-8 durch FAS verhindern kann. Es dbernimmt somit eine
ahnliche Aufgabe wie die FLIP Proteine, aber Uber den genauen Mechanismus ist
wenig bekannt. vVICA weist jedoch keine AS Sequenzhomologie zum zellularen oder
viralen FLIP auf (Skaletskaya et al., 2001). Ob im Melanomsystem auch ein &hnlicher
bzw. gleicher Apoptoseinhibitor wie VICA existiert, der vermutlich die finale Caspase-8
Prozessierung verhindern kann, bleibt bis dato ungeklart.

Eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der TRAIL Resistenz spielt das FLIP Protein,

welches in mindestens 2 Splicevarianten existiert: c-FLIP_ (long) und c-FLIPs (short).
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Dem c-FLIP_ Protein wird aul3er den anti-apoptotischen mitunter auch pro-apoptotische
Eigenschaften zugesprochen, wobei die Caspase-8 am DISC aktiviert und die Apoptose
induziert wird (Chang et al., 2002). Aber bei Anwesenheit von FLIPs kann die
Procaspase-8 Uberhaupt nicht gespalten und somit die Apoptose auch nicht induziert
werden (Krueger et al., 2001a, b). Die meisten hier untersuchten Melanomzelllinien
exprimierten nur FLIP., nur wenige Zelllinien exprimierten FLIPs. Trotzdem scheint die
FLIP Expression eine entscheidende Rolle im Melanomsystem zu spielen, denn Griffith
et al. postulierten, dass TRAIL-resistente Melanomzellen viel mehr FLIP exprimieren als
TRAIL-sensitive Zelllinien (Griffith et al., 1998a). Eigene Vorlauferstudien konnten
ebenfalls eine Korrelation zwischen der TRAIL Resistenz und der FLIPs Expression in
Melanomzelllinien herstellen und erreichten eine UVB-vermittelte Sensitivierung dieser
Zelllinien durch Herunterregulierung des FLIP Proteins (Zeise et al., 2004). Andere
konnten diese Aussage widerlegen, da in Melanomzellen (Zhang et al.,, 1999) und
Ewing-Sarkom Zellen (Mitsiades et al., 2001) auch gezeigt werden konnte, dass die
FLIP-Expression nicht mit der TRAIL-Resistenz korreliert. Eine entscheidende Rolle des
Caspase-8 Antagonisten FLIP in der Vermittlung der TRAIL-Resistenz konnte in der
hier durchgefuihrten Untersuchung weitgehend ausgeschlossen werden, da das
Expressionsniveau von FLIP sowohl in resistenten als auch in sensitiven Zelllinien nach
unterschiedlichen apoptotischen Stimulationen konstant blieb (Thayaparasingham et al.,
2008). Ebenfalls zeigten die durch UVB-Strahlung stark synergistisch sensitivierten
Zelllinien keine gesteigerte Caspase-8-Prozessierung, was sich auch in einem nicht
oder kaum gesteigerten Aktivierungsstatus ausdrickte. Wahrend die Caspase-8-
Prozessierung also weitgehend fur die initiale TRAIL-Suszeptibilitat verantwortlich zu
sein scheint, wird Gber die Sensitivierbarkeit durch UVB-Strahlung hingegen an anderer
Stelle in der Zelle entschieden. Diese Vermutung bestétigte sich durch die eindeutige
Korrelation des Apoptoseverhaltens, mit der XIAP-Degradierung und der Caspase-3-
Prozessierung und -Aktivierung erzielt werden konnte. Da XIAP an Effektor-Caspasen
wie Caspase-3 bindet und dadurch deren vollstdndige Prozessierung und Aktivierung
inhibiert (Kashkar et al., 2003; Eckelman et al., 2006b), wird unter anderem dadurch die
TRAIL-Resistenz in verschiedensten Krebszellen induziert (Deveraux et al., 1997;
Danson et al., 2006; Micheau & Merino, 2004; Schimmer et al., 2006). So vermittelt eine
Reduktion des XIAP-Niveaus durch RNA-Interferenz in Pankreaszellen (Vogler et al.,
2006) bzw. eine Reduktion der XIAP-Aktivitat durch Uberexpression des pro-
apoptotischen Proteins Smac/DIABLO in Melanomzellen (Zhang et al., 2001) eine
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Verstarkung der TRAIL-induzierten Apoptose. Im hier untersuchten Melanomsystem
konnte zunachst festgestellt werden, dass alle 10 resistenten Zelllinien im Verhaltnis
mehr XIAP als Caspase-3 exprimierten. In 6 der 8 sensitiven Zelllinien wurden
verhaltnismaRig mehr Caspase-3 exprimiert als XIAP, was ihrem Apoptoseverhalten
entsprach. Somit scheint das zellulare Caspase-3/XIAP Verhéltnis eine prominente
Rolle fur die TRAIL-Suszeptibilitat der Melanomzellen zu spielen.

TRAIL allein induziert in resistenten Zelllinien keine bzw. nur eine partielle
Prozessierung der Caspase-3 in das katalytisch inaktive 21 kD Fragment. Dies geht mit
einem stabilen XIAP Proteinlevel einher. Die Sensitivierung dieser Zelllinien korrelierte
immer mit einer vollstandigen Prozessierung von Capase-3 in das katalytisch aktive 17
kD Fragment und einer schwachen bis vollstandigen XIAP-Depletion. Nur die Zelllinie
WM-1552C folgte diesem Muster nicht, was aber den vorliegenden Mechanismus nur
weiter bestarkt, da sie selbst durch Kostimulation mit UVB nicht sensibilisiert werden
konnte. Der antagonistische Einfluss von XIAP auf die Caspase-3 spiegelt sich
ebenfalls in der Caspase-3-Aktivitdt wieder, da in allen sensitivierbaren Zelllinien die
UVB-induzierte vollstandige Prozessierung nicht nur mit der XIAP-Depletion, sondern
ebenfalls mit einem starken Anstieg der katalytischen Aktivitat korrelierte .

Bei XIAP und FLIP handelt es sich jeweils um NF-kB regulierte Genprodukte (Wang et
al., 2002; Kreuz et al., 2001; Micheau et al., 2001). TRAIL kann eine Aktivierung von
NF-kB Uber die TRAIL Rezeptoren TRAIL-R1, TRAIL-R2 und eventuell TRAIL-R4
induzieren (Degli-Esposti et al., 1997b; Schneider et al., 1997; Ravi et al., 2001). NF-kB
reguliert die Expression von Uber 150 Genen und tragt so zum Gleichgewicht zwischen
Tod und Uberleben bei (lvanov et al., 2003; Richmond, 2002). Dieses Gleichgewicht
wird durch die vermehrte Expression von anti-apoptotischen Proteinen wie XIAP und
FLIP, bedingt durch eine konstitutive NF-kB Aktivierung wahrend der Krebsentstehung,
zerstort. Allerdings ist die Bedeutung der NF-kB Aktivierung fur den TRAIL-induzierten
Zelltod umstritten. Es existieren Berichte, dass die TRAIL-induzierte NF-kB Aktivierung
einen schitzenden (Jeremias et al., 1998; Harper et al., 2001; Chawla-Sarkar et al.,
2003) oder aber einen apoptotischen Effekt ausibt (Leverkus et al., 2003). Eine
konstitutive NF-kB Aktivierung wird in vielen Krebserkrankungen, darunter auch in
Melanomzelllinien, aggressiveren Varianten des Adenokarzinoms und Tumoren

lymphoiden und epithelialen Ursprungs beobachtet (Ueda & Richmond, 2006; Smirnov
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et al., 2001; Wilson, 2008; Amiri et al., 2005). In Tumorzellen bedeutet dies eine
Aufregulierung der anti-apoptotischen Gene, was vermutlich fur die Resistenz
gegenuber Apoptose-induzierenden/DNA-schadigenden Chemotherapeutika
verantwortlich ist und somit einer erfolgreichen Tumortherapie entgegensteht (Baldwin
A.S., 2001). Ueda und Richmond postulierten eine Umwandlung der NF-kB Funktion
von einem pro-apoptotischen in ein anti-apoptotisches Verhalten wahrend der
Progression vom primaren Melanozyt zum Melanom. Die dadurch induzierte Erh6hung
der anti-apoptotischen Proteine fuhrte letztendlich zur Apoptoseresistenz (Ueda &
Richmond, 2006). Desweiteren konnte in Melanomzellen die TRAIL-induzierte NF-kB
Aktivierung und die damit verbundene TRAIL-Resistenz  durch einen
Proteasomeninhibitor bzw. durch eine IkBa Superrepressorvariante rickgangig
gemacht werden, so dass die Melanomzellen sensitiv gegeniber TRAIL wurden
(Franco et al., 2001; Jeremias et al., 1998). Dies ist damit zu erkléaren, dass die TRAIL-
induzierte und NF-kB-vermittelte XIAP Transkription der zytosolischen Depletion von
XIAP entgegenwirkt und somit die Apoptoseresistenz vermittelte. Die XIAP-Eliminierung
ist ein entscheidender Schritt fir die Induktion der Todesrezeptor vermittelten Apoptose.
Ein erhohter XIAP Proteinstatus wird hochstwahrscheinlich durch dessen proteasomale
Degradierung ausgeglichen die wahrend der Apoptose stattfindet (Kashkar et al., 2007).
Als zugrunde liegender Mechanismus wird einerseits die Autoubiquitinierung von XIAP
postuliert. XIAP kann durch den Besitz einer RING-Domane mit Ubiquitin-Ligase-
Aktivitat sich selbst und andere pro-apoptotische Proteine ubiquitinieren (Vaux & Silke,
2005). Entsprechend wurde in Hela Zellen durch proteasomale Inhibitoren die Rezeptor
vermittelte Apoptose transient verhindert, weil ein schitzender Effekt durch die XIAP-
Stabilisierung erreicht wurde. Diese Daten kennzeichnen die duf3erst wichtige Rolle des
Proteasoms in der Apoptose und zeigen, dass die XIAP-Degradierung fir eine schnelle
Induktion der Apoptose notwendig ist (Sohn et al., 2006). Kugler postulierte, dass der
intrazellulare XIAP Gehalt mit der Malignitat und Aggressivitdt von Tumoren steigt.
Zusatzlich  wurde  eine  XIAP-Degradierung  durch  Phenoxodiol, einem
Chemotherapeutikum, nachgewiesen, was letztendlich zu einer Sensitivierung von
Melanomzellen gegenliber dem Zytostatikum Carboplatin fihrte (Kluger et al., 2007).
Andere Studien konnten zeigen, dass im Verlauf der Apoptose aus den Mitochondrien
freigesetztes, pro-apoptotisches Smac/DIABLO um die Caspase-3 Bindungsstelle von
XIAP konkurriert, wodurch Caspase-3 von XIAP freigesetzt wird und so fir die volle
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Prozessierung und die Induktion von Apoptose zur Verfugung steht (Du et al., 2000;
Verhagen et al., 2000; Srinivasula et al., 2001).

Frihere Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe zeigten, dass durch eine Kostimulation
mit Interleukin-1 und UVB, NF-kB von einem Promotor in einen Repressor anti-
apoptotischer Gene konvertiert, wodurch NF-kB pro-apoptotisch wirken kann
(Poppelmann et al., 2005, Strozyk et al., 2006, Barasic et al., 2008). Auch anderen
Gruppen kénnten die pro-apoptotische Rolle von NF-kB bestatigen, so kann NF-kB
/RelA die Expression der Apoptose-induzierenden Gene wie Fas, Fas-Ligand und
Todesrezeptoren stimulieren (Kucharczak et al., 2003). In anderen Féllen unterdrickt
RelA die Expression von einigen anti-apoptotischen Genen als Antwort auf NF-kB
Stimulatoren wie UVC und Daunorubicin (Zytostatikum) oder als Antwort auf die
Einwirkung von Tumorsuppressoren (Liu et al., 2006; Campbell et al., 2004). In diesen
Fallen scheint die Apoptose-sensitivierende NF-kB Aktivierung alternativ durch TNF,
DNA Schaden oder p53 Aktivitat moduliert zu werden (Campbell et al., 2006 a, b). Da
UVB in einer Dosis appliziert wurde, die alleine nicht in der Lage ist Apoptose zu
induzieren, daflir aber DNA Schadigungen induzieren kann, konnte der zugrunde
liegende Mechanismus der TRAIL-Sensitivierung in der Verédnderung der Eigenschaften
des parallel aktivierten NF-kBs begrindet sein. Diese Hypothese wurde durch die
Ergebnisse der semiquantitativen PCR voll bestatigt. Die Abnahme der XIAP
Proteinmenge nach der TRAIL und UVB-Kostimulation ging eindeutig mit einer
Repression der XIAP mRNA-Expression einher. Somit ist die sublethale UVB-Dosis
indirekt an der Vermittlung pro-apoptotischer Prozesse und damit an der
synergistischen Sensitivierung gegentber der TRAIL induzierten Apoptose beteiligt.
Eine Ausnahme stellt hier ebenfalls die bereits erwahnte, vollstandig gegen TRAIL und
die Kostimulation mit UVB resistente Melanomzelllinie WM-1552C dar. Entsprechend
wurde in dieser Zelllinie weder eine IkB -Degradierung, noch eine XIAP-Depletion oder
eine differenzielle NF-kB Regulierung beobachtet, und folgerichtig auch keine Caspase-
Prozessierung. Der zugrunde liegende Mechanismus ist unbekannt, das Verhalten
dieser Zelllinie bestatigt aber die Relevanz des aufgedeckten molekularen
Mechanismus. Diese entscheidende Rolle fir die NF-kB-induzierte, selektive
Repression responsiver, anti-apoptotischer Gene konnte auch fur FLIP, wenn auch in
geringerer Intensitat, bestatigt werden. Die Tatsache, dass sich die Repression der
FLIP-Transkription nach 6 h nicht analog auf die Proteinebene Ubertragen lie3, kbnnte
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damit zusammenhangen, dass FLIP Proteine eine langere Halbwertszeit als XIAP
Proteine aufweisen. Entsprechend konnte eine vollstandige FLIP Protein Depletion
durch Transkriptionsinhibierung durch Actinmycin-D im Melanomsystem erst nach 24 h
erreicht werden (Griffith et al., 1998a). Es ist also nicht auszuschlieRen, dass FLIP zu
spateren Zeitpunkten an der Sensitivierung der TRAIL-resistenten Zellen durch UVB
beteiligt ist. Dies scheint im Melanomsystem allerdings nicht der dominierende Faktor

Zu sein.

Ein weiterer Hinweis darauf, dass die Depletion der NF-kB responsiven Proteine
XIAP/FLIP tatsachlich durch differenzielle NF-kB Regulierung NF-kB vermittelt ist und
nicht z.B. durch einen potentiellen UVB induzierten Zerfall der mRNA zustande kommt,
konnte durch ein konstantes Expressionsniveau des nicht NF-kB responsiven Bax Gens
erhalten werden. Im Gegenteil wird in der Literatur haufig sogar Uber eine Erhéhung der
MRNA-Stabilitat in Verbindung mit UV-Strahlung berichtet (Zhang et al., 2008a, b; Anzi
et al., 2008), niemals aber mit einer Destabilisierung. Zudem scheint Bax keine grol3e
Rolle bei der TRAIL-Sensibilisierung zu spielen. Als Folge einer Apoptoseinduktion mit
signifikanter = Bax  Beteiligung transloziert multimerisiertes Bax an die
Mitochondrienmembran, um dort den intrinsischen Signalweg zu aktivieren. Als Folge
kommt es zur Cytochrom C-Freisetzung und unter Ausbildung des Apoptosoms zur
Aktivierung der Caspase-9 (Riedl & Guy S Salvesen, 2007; Cain et al., 2000; Liu et al.,
1996). Der Caspase-9 Aktivititsassay zeigte eine untergeordnete Rolle des
intrinsischen Signalwegs, sowohl bei der TRAIL- als auch bei der TRAIL und UVB-
induzierten Apoptose. Im Vergleich zu der signifikant hohen Caspase-3-Aktivitat war die
Caspase-9-Aktivitdt extrem niedrig. Somit wurde klargestellt, dass die Caspase-3-
Aktivierung zwar durch die upstream Caspasen initiiert wird, fur die Verstarkung der
Apoptose durch UVB aber weder Caspase-8 noch Caspase-9 verantwortlich sind,
sondern diese hochstwahrscheinlich durch die NF-kB gesteuerte Depletion von XIAP

zustande kommt.

Der Zusammenhang zwischen der NF-kB-abh&angigen XIAP-Repression und Caspase-3
Prozessierung sowie deren Relevanz fiur die synergistische Induktion der Apoptose
nach TRAIL und UVB Stimulation wurde in 4 TRAIL-resistenten Zelllinien (WM-3211
(RGP), WM-115 (VGP), MV3 (MM), BLM (HM)), die jedes Tumorprogressionsstadium
reprasentieren, bestatigt. Durch ektopische Expression von XIAP konnte die TRAIL und
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UVB-induzierte Apoptoserate zunachst signifikant reduziert werden. Desweiteren wurde
ektopisch exprimiertes XIAP weniger stark depletiert als endogenes XIAP. Dies lasst
sich damit erklaren, dass sich nur das endogene XIAP unter der Kontrolle von NF-kB
befindet und somit eine aktive, hochstwahrscheinlich NF-kB-abh&ngige Repression von
XIAP als Folge der UVB-Kostimulation veranlasst wurde. Dagegen exprimierte der virale
Promotor konstitutiv und NF-kB-unabh&ngig XIAP und hielt somit das XIAP-Level
konstant. Entsprechend fihrte umgekehrt die Eliminierung von XIAP durch ,knock-
down“ zu einer signifikanten Sensibilisierung der resistenten Melanomzelllinien
gegeniber alleiniger TRAIL Stimulation. XIAP scheint also tatsachlich eine
Schlusselrolle bei der Vermittlung der TRAIL-Resistenz aber auch bei der UVB-
induzierten Sensitivierung zu spielen. Voraussetzung fur die Sensitivierung durch die
essentielle, verstarkte Depletion scheint die NF-kB-abhangige Transkriptionsrepression

von XIAP zu sein.

Diese molekularen Zusammenhange wurden weiterhin durch die Expression eines
IkB -Superrepressors bestétigt, einer Variante, in welcher die zur Degradierung des
Proteins essentiellen Ser-Reste an der Position 32/36, in Ala mutiert vorliegen und die
somit die NF-kB Aktivierung verhindert. Da in IkBa-SR exprimierenden Zellen nicht nur
die TRAIL und UVB-induzierte Apoptoserate reduziert werden konnte, sondern dies
auch mit einer deutlich verringerten XIAP-Depletion einherging, konnte so die finale
Verbindung zwischen der NF-kB induzierten XIAP-Depletion und der daraus

resultierenden Caspase-3-Aktivierung und Apoptoseinduktion hergestellt werden.

Bei der Untersuchung des Depletionsmechanismus von XIAP traten an einem sehr
frihen Punkt Unstimmigkeiten mit der herkémmlichen, in der Literatur vorherrschenden
Meinung, einer rein proteasomalen Degradierung des Proteins auf (Yang et al., 2000;
Huang et al., 2000; Li et al., 2002). Es ist bekannt das XIAP durch die RING-Doméne
eine Ubiquitin Ligase Aktivitat besitzt, wodurch es nach Apoptose-Induktion die
Autoubiquitinierung und somit die proteasomale Degradierung von sich selbst aber
auch von Caspasen und anderen pro-apoptotischen Proteinen einleiten kann (Yang & Li
2000; Suzuki et al., 2001a, b; Vaux & Silke, 2005). Andererseits wurde ebenfalls tber
eine Caspase-abhangige XIAP-Spaltung wéhrend der Apoptoseinduktion berichtet. So
induzierte die FAS-Stimulation eine Spaltung von XIAP in zwei Fragmente durch eine

nicht genau charakterisierte Caspase. Diese proteolytischen Fragmente besitzen
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entweder die gleiche oder eine niedrigere Affinitat zu Caspasen. Mdoglicherweise
handelt es sich dabei um eine Strategie, die anti-apoptotische Wirkungsweise von XIAP
auszuschalten (Deveraux et al., 1999b). So zeigte sich auch in der vorliegenden Arbeit,
dass der proteasomalen Degradierung von XIAP eine Caspase abhéngige,
proteolytische Spaltung vorausgeht. Es scheint also ein sehr enger wechselseitiger
Caspase-XIAP ,cross talk® in Melanomzellen vorzuherrschen, der in Zukunft weiter
aufgeschlisselt werden muss. In diesem Zusammenhang liegt die Vermutung nahe,
dass die préa-proteasomale Spaltung von XIAP durch Caspase-3 vermittelt wird. In der
Literatur ist beschrieben, dass XIAP die aktivierte Caspase-3 ubiquitinieren und
degradieren kann (Suzuki et al., 2001b). Hierbei handelt es sich aber um einen rein
artifiziellen Versuchsaufbau, ohne jegliche in vivo Relevanz aufzuzeigen. Umgekehrt
besitzt XIAP eine Caspase-Schnittstelle an Position 242, die durch verschiedene
Caspasen gespalten werden kann (Devereaux, 1999b). Welche Caspase in vivo im
Melanomsystem fiir die XIAP Spaltung verantwortlich ist und welche Relevanz diese
Caspase vermittelte Spaltung fur die Induktion der Apoptose hat, missen zukinftige

Experimente weiter beleuchten.

Zusammenfassend kann man sagen, dass die TRAIL-Resistenz nicht mit den
Tumorprogressionstadien korreliert. XIAP zahlt zu den wichtigsten Proteinen, die die
TRAIL-Resistenz vermitteln. Durch Kostimulation mit sublethalen UVB-Dosen wird eine
stark synergistische TRAIL-Sensibilisierung erreicht, wobei eine pro-apoptotische Rolle
von NF-kB als Inhibitor der XIAP-Transkription entschlisselt wurde. Die resultierende
zytosolische XIAP-Depletion, die mit einer sequentiellen Fragmentierung der
Procaspase-3 einher geht, liefert einen weiteren Beweis daflrr, dass die Regulation der
TRAIL-Resistenz eher auf diesem Niveau erfolgt und nicht auf dem Level der
Initiatorcaspase-8 im Bereich der DISC Bildung determiniert wird (Thayaparasingham et
al., 2008).
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