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M199 Medium 199

MAPK Ras/Raf/Mitogen-aktivierte Proteinkinase
MCF-7 Michigan Cancer Foundation - 7

MEK Mitogen-activated Protein Kinase Kinase

MET Tyrosine-protein Kinase Met

mg Milligramm

min Minute

miR-15b micro-Ribonukleinsauren 15B

MiRNA micro-Ribonukleinsaure

mi Milliliter

MLKL Mixed Lineage Kinase Domain-like Protein
mM Millimol

mNZK Metastasiertes Nierenzellkarzinom

MPF Mitosis-promoting Factor

MRNA Messenger Ribonucleic Acid

mTOR Mechanistic Target of Rapamycin

MTT 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid
MW Mittelwert

N Normalitat

n Anzahl

NFkB Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of Activated B-cells
nM Nanomol

nm Nanometer

ns Nicht signifikant

NzZK Nierenzellkarzinom

oD Optische Dichte

oS Overall survival

p21 Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1

p27 Cyclin-dependent Kinase Inhibitor 1B

p53 Tumor Protein p53

parental Therapiesensitive Zellen

PBS Phosphatgepufferte Salzlosung ohne Mg?*, Ca?*
PBS* Phosphatgepufferte Salzlésung mit Mg?*, Ca?*
PD-1 Programmed Cell Death Protein 1

PDGF Platelet-derived Growth Factor

PDGFR Platelet-derived Growth Factor Receptor
PD-L1 Programmed Cell Death 1 Ligand 1

PFS Progression-free Survival

PHGPx Phospholipid-Hydroxyperoxid-Glutathion-Peroxidase

X
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Abkirzung Bezeichnung

Pl Propidium-lodid

PI3K Phosphoinositid-3-Kinase

PKM2 Pyruvatkinase M2

PTEN Phosphatase and Tensin Homolog

pVHL Von Hippel-Lindau Tumor Suppressor

Raf Rapidly Accelerated Fibrosarcoma

Ras Rat Sarcoma

rcf Relative Centrifugal Force

resistent Sunitinib-resistente Zellen

Ret Rezeptor-Tyrosinkinase

RIP Rezeptor-interagierende Serine/Threonine-Proteinkinase

RNA Ribonukleinséaure (bzw. -acid)

RNase A Ribonuklease A

ROS Reaktive Sauerstoffspezies

rpm Revolutions per Minute

RT Raumtemperatur

SD Standardabweichung

SHI Shikonin

SiRNA Small Interfering Ribonucleic Acid

SLC3A2 4F2 Cell-surface Antigen Heavy Chain

SLC7A11 Cystine/Glutamate Transporter

T25 25 cm? Zellkulturflasche

T75 75 cm? Zellkulturflasche

TCM Traditionelle Chinesische Medizin

TFR1 Transferrin-Rezeptor 1

TKI Tyrosinkinase-Inhibitor

TMB 3,3',5,5-Tetramethylbenzidin

TNF Tumornekrosefaktor

TNFR1 Tumornekrosefaktor-Rezeptor Typl

TNM Tumor, Nodus, Metastasen

TRADD Tumor Necrosis Factor Receptor Type 1l-associated DEATH Domain
Protein

TRKB Tropomyosin Receptor Kinase B

Trolox 6-Hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-carbonsaure

U Unit

uiCC Union for International Cancer Control

UMRC-2 University of Michigan-Renal Carcinoma-2

V Volt

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

VEGFR Vascular Endothelial Growth Factor Receptor

VHL Von-Hippel-Lindau-Tumorsuppressor

VHL-Syndrom

Von-Hippel-Lindau-Syndrom

wit

Wildtyp

XCT

Cystine/Glutamate Transporter

Xl
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1 Einleitung

Die paarig angelegten Nieren sind zur Filterung des Blutes, Absorption von Produkten des
Stoffwechsels durch Produktion von Harn und Aufrechterhaltung der Homdéostase essenziell.
Fur Storungen dieses Systems koénnen verschiedene Faktoren, u.a. Fehlbildungen,
Autoimmun-, tubulo-interstitielle, systemische oder erbliche Erkrankungen sowie Tumore
verantwortlich sein. Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist dabei mit 90 % der haufigste Tumor
der Niere und zahlt zu den aggressivsten urologischen Tumorerkrankungen (1, 2). Es macht
dabei 3 % aller malignen Erkrankungen aus (1, 3). Erschwerend bei der Detektion des NZK
ist, dass die Erkrankung im Anfangsstadium meist asymptomatisch verlauft und daher haufig
als Zufallsbefund diagnostiziert wird. 50 — 56 % der Tumore werden dennoch in einem frihen
Stadium erkannt (4, 5). Mal3geblich verantwortlich hierfir sind verbesserte diagnostische
Verfahren. Dabei werden mehr als 50 % der Tumore mit bildgebenden, nicht invasiven
Methoden, wie der Sonografie, der Computertomografie und der Magnetresonanztomografie
diagnostiziert (6-8). Die 5-Jahres-Uberlebensrate liegt im frilhen Stadium bei bis zu 90 % (9).
Die Wahrscheinlichkeit Metastasen zu entwickeln steigt dabei proportional zur Tumorgrof3e
(10). 20 - 30 % der Patienten zeigen bereits bei Erstdiagnose Fernmetastasen (11). Im
metastasierten Zustand sinkt die 5-Jahres-Uberlebensrate auf 12 % (12). In Deutschland
registrierte das Robert Koch-Institut (RKI) fiir 2016 14.640 Neuerkrankungen, fir das Jahr
2020 wurden 15.400 Neuerkrankungen prognostiziert (4, 13). Das mittlere
Ersterkrankungsalter liegt bei Frauen bei 72 Jahren und bei Mannern bei 68 Jahren (4). Das
mittlere Sterbealter im Jahr 2016 zeigt mit 77 Jahren bei Frauen und 74 Jahren bei Mannern

im Bezug zum Erkrankungsalter den aggressiv progressiven Charakter des Nierentumors

(4).
11 Das Nierenzellkarzinom (NZK)

Das NZK kann histologisch in vier Hauptgruppen unterteilt werden, das Kklarzellige
(75 — 85 %), das papillare (10 %), das chromophobe NZK (5 %) und das vergleichsweise
seltene Ductus-Bellini-Karzinom (1 %) (14, 15). Zu den Hauptrisikofaktoren zéhlen der
Konsum von Tabakwaren (16), Adipositas bei einem Body Mass Index (BMI) > 30 (17),
Bluthochdruck (18) und eine chronische Niereninsuffizienz (19). AufRerdem konnen
angeborene Erkrankungen (genetische Disposition), wie die tubertse Sklerose (20) oder das
Von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL-Syndrom) (21), zur Bildung von Tumoren fiihren. Neben
den Hauptrisikofaktoren kdnnen auch die Einnahme von Schmerzmitteln, das Vorkommen
von Nierensteinen (22), eine Hepatitis-C-Infektion (23) und die Ernahrung (zu hoher Fleisch-
und Salzkonsum) (24-26) zur Krankheitsentstehung beitragen. Ebenfalls wird ein

geschlechts- und altersbezogener Zusammenhang beschrieben. Dabei sind es molekulare
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Veranderungen, die in einer Tumorgenese resultieren. Besonders das metastasierte NZK ist
aufgrund seines aggressiven Charakters mit einer schlechten Prognose assoziiert (27). Aus
Tumoren, die invasiv in umliegendes Gewebe infiltrieren, kdnnen einzelne Zellen in Blut-
oder Lymphgefaf3e migrieren (Intravasation) (28) (Abbildung 1). Adharieren die so frei
zirkulierenden Tumorzellen erneut an Endothelzellen, ist die Extravasation in das
umliegende Gewebe mdglich. Eine Kolonisation der Tumorzellen im betroffenen Organ oder
Gewebe fuhrt zu Metastasen (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Metastasierung von Tumorzellen (abgeéndert von Fares et al. 2020 (28))
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1.2 Molekulare Tumorbiologie des NZK

Das aus dem proximalen Tubulus hervorgehende klarzellige NZK bildet mit 75 — 85 % den
Uberwiegenden Anteil maligner Tumore der Niere. Fragmentverluste auf Chromosom 3, mit
einhergehendem Defizit der Heterozygotie (LOH - Loss of Heterozygosity) sind haufig (93 %)
(29). Eine VHL-Mutation ist beim klarzelligen NZK mit 45 — 82 % vermehrt vorzufinden und
tritt hereditar oder sporadisch auf (30-32). Das VHL-Gen ist auf Chromosom 3p25-26
lokalisiert und kodiert den Tumorsuppressor VHL. Die Mutation kann zum Funktions- oder
Komplettverlust des Proteins fllhren, was sich zunachst in der Auspragung gutartiger
Gewebeveranderungen widerspiegelt. Hauptsachlich sind diese im Kleinhirn und der
Netzhaut lokalisiert (33). In der Niere jedoch sind diese Verdnderungen zumeist
verantwortlich fur die Entwicklung eines malignen Krankheitsbildes. Die Funktion von VHL ist
vielseitig, so beeinflusst es direkt oder indirekt das Zelliberleben, den Zellzyklus, die
Apoptose (= programmierter Zelltod), die Seneszenz, die Adhasion und Invasion (34, 35).
VHL ist dabei als zentrales Protein im VCB-Cul2-E3-Ubiquitin-Ligase-Komplex an der
Regulation des Hypoxie-induzierbaren Transkriptionsfaktors (HIF) beteiligt (36). HIF besteht
aus einer a- und einer B-Untereinheit. Im normalen Sauerstoffmilieu (Normoxie) liegt HIF-a
hydroxyliert vor. Die Hydroxylierung fuhrt dazu, dass VHL an HIF-a bindet und durch
Ubiquitinierung dessen Abbau induziert (Abbildung 2).

Normoxia Hypoxia
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+ + of HIF-«
o Oxygen
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4 HIF-a HIF-B
Elongin o
B HIF-a ubiquitination by
VHL protein SCF
complex

Destruction of
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Abbildung 2: Molekulare Antwort auf Hypoxie mit intaktem und mutiertem VHL-Status (abge&ndert von
Cohen und McGovern 2005 (37))
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Bei bestehender Hypoxie hingegen wird HIF aktiviert und transloziert als Transkriptionsfaktor
in den Zellkern, wo es die Transkription seiner Zielgene aktiviert, welche mafgeblich in die
Gefal3neubildung (Angiogenese) und den Metabolismus involviert sind (38). Ist das
regulatorische Einwirken von VHL gestort, resultiert dies in einer konstitutiven HIF-
Aktivierung. Diese fuhrt zur Uberexpression von Wachstumsfaktoren (39), wie dem
vaskularen endothelialen Wachstumsfaktor (VEGF - Vascular Endothelial Growth Factor)
(40) (Abbildung 2) sowie der Aktivierung des Ras/Raf/Mitogen-aktivierte Proteinkinase
(MAPK)- und des PI3K/AKT/mTOR-Signalwegs, bestehend aus der Phosphoinositol-3-
Kinase (PI3K), der Proteinkinase B (AKT) und dem mechanistic Target of Rapamycin
(mTOR) (40). Die MAPK ist an vielen wachstumsfordernden Signalwegen beteiligt und stellt
ein wichtiges Element in der Tumorprogression dar (41, 42). mTOR bildet als
SchlUsselprotein im Signalweg mit PISK und AKT einen Mediator fur das Zelliberleben, das
Zellwachstum und die Proliferation (43). Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg spielt ebenfalls
eine wichtige Rolle in der Reaktion von Zellen auf Hypoxie und Nahrstoffknappheit (44) und
wirkt dabei aktivierend auf HIF-a ein (45). Der mTOR-Signalweg liegt bei vielen
Tumorentitaten hochreguliert oder konstitutiv aktiviert vor (46, 47). Beim NZK wird eine
signifikante Verénderung dieses Signalwegs bei klarzelligen, hochgradigen Tumoren und
Tumoren mit schlechter Prognose beschrieben (48). Die Aktivierung des PI3K/AKT/mMTOR-
Signalweges ist zudem relevant fir die Resistenzentstehung (49). Der Transkriptionsfaktor
p53, der nach Desoxyribonukleinsaure (DNA)-Schadigung Gene des Zellzyklus und der
Apoptose reguliert, ist in vielen Tumoren mutiert. Eine Studie belegt, dass beim NZK 36 %
der Tumorproben eine p53-Mutation aufweisen (50). Weiterhin kommen Veranderungen oder
Verlust der zellzyklushemmenden Proteine p21 (CDK-Inhibitor 1 - Cyclin-dependent Kinase
Inhibitor 1), ein Inhibitor Cyclin-abhéangiger Kinasen (51), und p27 (Cyclin-dependent Kinase
Inhibitor 1B) (52), die den Zellzyklus und somit das Wachstum hemmen, haufig vor. Dies gilt
auch fur das proapoptotische Enzym Phosphatase and Tensin Homolog (PTEN) (51). Das
Protein hemmt die Aktivierung des PISK/AKT/mTOR-Signalwegs und wirkt als
Tumorsuppressor (53, 54). Die PTEN-Expression ist beim fortgeschrittenen NZK haufig
reduziert (55), sodass es zum Verlust dieses wichtigen Regulators kommt. Neben
Veranderungen des Wachstumsverhaltens sind Verdnderungen in den Adhasions- und
Migrationseigenschaften der Tumorzellen von besonderer Bedeutung. Induziert werden kann
der Prozess durch Modulationen der Integrine (56). Die Transmembranproteine vermitteln
Reize von aul3erhalb der Zelle ins Zellinnere. Aufgebaut sind die 24 bekannten Integrin-
Heterodimere aus jeweils einer von 18 a- und 8 p-Untereinheiten. Integrine sind weiterhin als
Differenzierungsmarker in die Signaltransduktion, das Uberleben und das Wachstum der
Zellen involviert (57). Integrine beeinflussen auf3erdem Uber Signale von Proteinen der

extrazellularen Matrix (EZM), wie Kollagen, Fibronektin oder Laminin, die Adhasion, Invasion
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und Migration von Tumorzellen (56). Weitere relevante Adhdasionsrezeptoren stellen
E-Cadherin und CD44 dar (58). Der Verlust von E-Cadherin ist dabei eine Schlisselreaktion
in der Umwandlung von Zellen von einem epithelialen zu einem mesenchymalen Zelltyp
(EMT - Epithelial-to-mesenchymal Transition) (59), der mit einer hdheren Metastasierung
(60) und schlechteren Prognose assoziiert ist (61). Die molekularen Veranderungen
resultieren in einem Tumorprogress, der unterschiedlich klassifiziert werden kann und mit der

Wahl unterschiedlicher Therapieoptionen einhergeht.
1.3 Klassifizierung und Therapieoptionen

Die Therapie des NZK ist an das Erkrankungsstadium gebunden. Dabei wird nach
TNM-Klassifizierung (Tumor, Nodus (Lymphknoten), Metastasen) zwischen vier Stadien
unterschieden (Tabelle 1) (62).

Tabelle 1: Stadien des Nierenzellkarzinoms (nach Union for International Cancer Control (UICC) (7))

Stadium Tumor (T) Nodus (N) Metastasen (M)

I 1 0 0
Il 2 0 0
3 0 0

0
1,2,3 1 0
v 4 beliebiges N 0
beliebiges T beliebiges N 1

Der chirurgische Eingriff bildet derzeit die einzige kurative Option beim NZK und ist das Mittel
der Wahl in den Stadien |-V ohne Fernmetastasen (Tabelle 1). Dabei wird, sofern
chirurgisch maglich, eine organerhaltende Operation angestrebt (partielle Nephrektomie). Ist
dies nicht moglich, ist die Entfernung des kompletten Organs anzustreben (radikale
Nephrektomie). Ausschlaggebend hierfir sind die lokale Begrenzung und die Tumorgréi3e.
Das Stadium | umfasst Tumore, die kleiner als 7 cm und nicht metastasiert sind (T1 < 7 cm,
T1la<4cm, Tlb > 4cm < 7 cm) (7). Tumore mit einem Durchmesser von 7 — 10 cm ohne
vorliegende Metastasen sind in Stadium Il einzuordnen (T2 > 7 cm, T2a > 7cm < 10 cm,
T2b > 10cm), ab dem Vorliegen mindestens einer Lymphknotenmetastase jedoch im
Stadium Ill. T3-Tumore, die bereits in groRere Blutgefal3e oder ins perinephrische Gewebe
einwachsen, aber nicht in die Nebenniere und jenseits der Gerota-Faszie, sind ebenfalls
unter Stadium Il eingegliedert. Stadium IV zeigt einen fortgeschrittenen Krankheitsverlauf
mit einem Tumorwachstum jenseits der Gerota-Faszie oder mit einer vorliegenden
Fernmetastasierung. Operativ bietet sich auch in diesem Fall bei potenzieller Resektabilitat

das Entfernen der Niere oder von Teilbereichen an, um eine Zytoreduktion herbeizufihren.

5
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Ebenfalls kommt die Metastasen-Chirurgie infrage, sofern die Resektabilitat gegeben ist. Bei
multipler Metastasierung erfolgt zuséatzlich eine medikamenttse (adjuvante) Therapie (7).
Das NZK ist definiert als ein Chemotherapie-resistenter Tumor (63). Daher kommen
Chemotherapeutika fir die Therapie des NZK nicht in Betracht. Aufgrund mangelnder
Empfindlichkeit ist auch die Strahlentherapie beim NZK nicht erfolgversprechend (64). Eine
Therapieoption bot lange Zeit die Zytokin-Therapie oder auch Immunchemotherapie mit
Interleukin-2 (IL-2) und Interferon-alpha (IFNa), die bis zum Jahr 2000 zum Standard gehorte
und heute nur noch nachrangige Anwendung findet. Eine retrospektive Studie von
1986 — 2006 zeigt, dass nur eine kleine Anzahl an Patienten profitiert und lediglich 20 % auf
die Therapie ansprechen (65). Neue Forschungsansatze, basierend auf dem wachsenden
Verstandnis molekularer Mechanismen, fuhrten zu einer verbesserten Prognose (66) und in
den letzten zwei Dekaden zur der Entwicklung zahlreicher neuer zielgerichteter Therapien
(67).

1.3.1 Zielgerichtete Therapieansatze

Zielgerichtete Therapien (engl. Targeted Therapies) sollen gezielt molekulare Mechanismen
inhibieren, die im Tumor dereguliert vorliegen und zur Tumorentstehung oder dem
Tumorprogress beitragen (2). Dabei wirken sie spezifisch auf molekulare Marker ein. Zu
diesen zahlen insbesondere Proteine, die Einfluss auf die Angiogenese und das Uberleben
der Tumorzellen nehmen, aber auch Proteine, die direkt oder indirekt das Immunsystem
beeinflussen. Das NZK wird den angiogenen Tumoren zugeordnet (68). So fiihrt der Verlust
von VHL zur Aktivierung von HIF und somit zur erhohten Expression endothelialer
Wachstumsfaktoren (insbesondere VEGF), die in einer gesteigerten Angiogenese munden
(siehe 1.2). Sie sind am Progress des NZK zentral beteiligt und aktivieren die
korrespondierenden Rezeptoren wie den VEGF-Rezeptor (VEGF-R). Daflr verantwortlich
sind Mutationen, die zur Veranderung von Proteinen des PISK/AKT/mTOR-Signalweges und
dem Verlust von VHL fuhren. Entsprechend sind in der Europaischen Union (EU) zahlreiche
Substanzen wie Tyrosinkinase- (TKI), Multikinase- und mTOR-Inhibitoren zugelassen, die
diese Deregulation regulieren sollen (13). Da das NZK zudem das Immunsystem zu
umgehen vermag, wurden auch hier gezielte Therapieansatze neu etabliert. So stehen
Immun-Checkpoint-Inhibitoren  (ICI), insbesondere in Kombination mit einem TKI
(Pembrolizumab / Avelumab + Axitinib) oder einem weiteren ICI (Ipilimumab + Nivolumab),
fur die Erstlinien- oder alleine fur die Zweitlinien-Behandlung des metastasierten NZK
(mNZK) zur Verfiigung (Abbildung 3) (13).
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A VEGF- und Tyrosinkinaseinhibitoren B PD1- und mTOR-Inhibitoren
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Abbildung 3: Ubersicht der zielgerichteten Therapieansétzen beim NZK (abgedndert von Choueiri und
Motzer 2017 (67))

1.3.1.1 Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKI)

Der Wirkungsbereich von TKI ist breit gefachert. Ein zentraler Punkt in der Behandlung des
NZK ist die Inhibition der Angiogenese (69) (siehe Abbildung 3). Ziel ist es dabei, die
aktivierende Wirkung von Wachstumsfaktorrezeptoren auf Endothelzellen, z. B. durch
Botenstoffe wie VEGF, den Wachstumsfaktor aus Thrombozyten (PDGF - Platelet-derived
Growth Factor) oder den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF - Epidermal Growth Factor),
zu blockieren und somit den Tumoren die Versorgung mit Nahrstoffen und Sauerstoff zu
entziehen (67). Aber auch die Proliferation und das Wachstum von Tumorzellen soll durch
den Einsatz von TKI gehemmt werden. So inhibieren die etablierten TKI nicht nur spezifisch
einzelne Rezeptortyrosinkinasen, sondern konnen vielmehr als Multikinase-Inhibitoren
bezeichnet werden, die wiederum das Tumorwachstum und die Zellproliferation reduzieren
(70). Die Behandlung mit den Wirkstoffen Sunitinib und Sorafenib z&hlt zu den ersten TKI-
basierten und zielgerichteten Therapieoptionen beim NZK (71).
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Sunitinib (Sutent®) zahlt zu den Multikinase-Inhibitoren der ersten Generation und hemmt die
VEGF-Rezeptoren 1 — 3, PDGF-alpha- und -beta-Rezeptor (PDGFR-a, PDGFR-[), weiterhin
den Stammzellfaktorrezeptor (KIT), den Rezeptor der fms-ahnlichen Tyrosinkinase 3

(FLT-3 - FMS-like Tyrosine Kinase 3) sowie die Rezeptortyrosinkinase Ret und den Ras
(Rat Sarcoma)/Raf (Rapidly Accelerated Fibrosarcoma)/MEK (Mitogen-activated Protein
Kinase Kinase)/ERK (Extracellular-signal Regulated Kinases)-Signalweg (70). Der Wirkstoff
ist seit 2007 in der EU zur Behandlung des fortgeschrittenen NZK in der Erst- und Zweitlinie
zugelassen (72). Es bietet beim fortgeschrittenen NZK gegentber Sorafenib ein langeres

Gesamtuberleben (OS), allerdings verbunden mit einer héheren Toxizitat (73).

Sorafenib _(Nexavar®) ist ein Multikinase-Inhibitor des VEGF-Signalweges, des PDGF-

Rezeptors und der Raf-Kinase. In einer Phase II-Studie konnte das Medikament das
progressionsfreie Uberleben (PFS - Progression-free Survival) gegeniiber einer Placebo-
Gruppe signifikant steigern und somit den Krankheitsverlauf stabilisieren (74). Es ist seit
2006 in der EU fur das fortgeschrittene NZK nach Versagen der Erstlinientherapie

zugelassen (75).

Zu den TKI der neuen Generation zahlen Pazopanib, Axitinib, Lenvatinib, Tivozanib und

Cabozantinib.

Pazopanib (Votrient®) hemmt die Rezeptorbindung von VEGF, PDGFR und KIT. Das

Medikament ist seit 2010 als Erstlinientherapeutikum in der EU zugelassen (76) und wird oral

appliziert. Eine Phase IlI-Studie zeigte einen signifikanten Anstieg des PFS auf 9,2 Monate
gegenlber der Placebo-Gruppe mit 4,2 Monaten. Das OS konnte jedoch nicht signifikant

verlangert werden (77).

Axitinib_(Inlyta®) ist in der Zweitlinie in der EU seit 2012 zugelassen (78). In der Erstlinie

bietet Axitinib gegentber Sorafenib keine Vorteile. Eine Phase IlI-Studie konnte keine
signifikante Anderung des Gesamtiiberlebens unter Axitinib (21,7 Monate) gegeniiber
Sorafenib (23,3 Monate) zeigen (79). In der Erstlinie kommt Axitinib in Kombination mit

Immun-Checkpoint-Inhibitoren (Pembrolizumab oder Avelumab) zum Einsatz (80).

Lenvatinib (Lenvima®) hemmt VEGFR 1-3 (81), Fibroblastenwachstumsfaktor-Rezeptor
1 -4 (FGFR - Fibroblast Growth Factor Receptor), PDGFR-a, KIT und Ret (82, 83). Es ist

seit 2016 in der EU in Kombination mit dem mTOR-Inhibitor Everolimus (Afinitor®) nach

Therapieversagen eines Erstlinien-TKI zugelassen (84). In der Zulassungsstudie verlangerte
die Kombinationsgabe das PFS auf 14,6 Monate im Vergleich zur Everolimus-Monotherapie
mit 5,5 Monaten (85).
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Tivozanib (Fotivda®) hemmt VEGFR 1 — 3 und ist in der Erstlinie beim fortgeschrittenen NZK

seit 2017 in der EU zugelassen (86, 87). In der Zweitlinie konnte Tivozanib das PFS
gegenuber Sorafenib signifikant steigern (88).

Cabozantinib (Cabometyx®) hemmt AXL (Tyrosin-Protein-Kinase-Rezeptor UFO), MET

(Tyrosine-protein Kinase Met), VEGFR 1-3, KIT, die Tropomyosin-Rezeptorkinase B
(TRKB - Tropomyosin Receptor Kinase B), FLT-3 und Ret (89). Der Wirkstoff ist seit 2018 in
der EU nach Therapieversagen eines Erstlinien-TKI zugelassen (90). Im Vergleich zu
Everolimus konnte Cabozantinib in der Zweitlinie das PFS von 3,8 Monaten auf 7,4 Monate
verlangern (91).

Eine weitere Mdglichkeit, den VEGF-Signalweg zu inhibieren, ist der Einsatz von
monoklonalen Antikorpern, die spezifisch an den Wachstumsfaktor VEGF binden. Somit wird
die Rezeptoraktivierung unterdriickt und die Signallibertragung wachstumsstimulierender

Prozesse verhindert.
1.3.1.2 VEGF-Inhibitor

Bei Bevacizumab (Avastin®) handelt es sich um einen monoklonalen Antikérper, welcher

VEGF bindet. Avastin® ist in Kombination mit Interferon (IFN)a in der Erstlinie zur
Behandlung des fortgeschrittenen NZK in der EU seit 2007 zugelassen (92).

1.3.1.3 Immuntherapien

Immun-Checkpoint-Inhibitoren (ICI):

Das Cytotoxic T-lymphocyte-associated Protein 4 (CTLA-4), das Programmed Cell Death
Protein 1 (PD-1) und der Ligand PD-L1 kann durch sogenannte Immun-Checkpoint-
Inhibitoren (ICI) angegriffen werden (93). CTLA-4 wird auf der Oberflache von T-Zellen
konstitutiv exprimiert, wirkt immunsupprimierend und verhindert somit eine Uberreaktion des
Immunsystems auf Antigene. Auf die gleiche Art wird die Erkennung von Krebszellen
unterbunden (94). So ist eine hohe CTLA-4-Expression beim NZK mit einer negativen
Prognose verbunden (95). Das Protein kann therapeutisch inhibiert werden. Dazu steht der
monoklonale Antikorper Ipilimumab zur Verfigung. Eine Inaktivierung von CTLA-4 resultiert
in einer verstarkten T-Zell-Antwort. Dies fihrt zum Absterben der Tumorzelle durch
Infiltration von Lymphozyten (94). In der Erstlinie ist die Kombination von Nivolumab mit
Ipilimumab seit 2019 in der EU zugelassen. In einer Phase IlI-Studie konnte herausgestellt
werden, dass die Kombinationstherapie von Nivolumab und Ipilimumab gegenuber Sunitinib
bei fortgeschrittenen Patienten Vorteile erzielte (96). So stieg das PFS auf 11,6 Monate

gegeniber 8,4 Monate bei Sunitinib-Einzelgabe (96). Weiterhin konnte das OS (Zeitraum
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18 Monate) bei Ansprechen in der ICI-Kombinationstherapie gegeniber Sunitinib signifikant

gesteigert werden (96).

PD-1 wird ebenfalls auf der Oberflache von T-Zellen exprimiert. Kommt es zur Bindung mit
dem Liganden PD-L1 auf Tumorzellen, fuhrt dies zu einer reduzierten T-Zell-Aktivitat bzw.
Hemmung der Immunantwort (97). Zur Therapie stehen Inhibitoren gegen PD-1 (Nivolumab
und Pembrolizumab) und seinen Liganden PD-L1 (Avelumab) zur Verfigung (98).
Monoklonale Antikérper binden dabei PD-1 auf der Zelloberflache von T-Zellen und
verhindern die Inaktivierung (Immunsupprimierung) mit PD-L1, dem Liganden auf (hier) den
Tumorzellen (99) oder umgekehrt. ICI gewinnen vermehrt an Bedeutung in der
Erstlinientherapie in Kombination mit TKI (100), derzeitig mit Axitinib (101).

1.3.1.4 mTOR-Inhibitoren

Die Gruppe der mTOR-Inhibitoren stellt eine weitere Behandlungsoption dar, die jedoch
zunehmend durch das Aufkommen von ICI an Bedeutung verliert. Zwei zugelassene
Medikamente dieser Stoffgruppe hemmen spezifisch das Enzym mTOR und unterbinden

somit Wachstum und Uberleben der Tumorzellen.

Temsirolimus (Torisel®): Das Derivat des Immunsuppressivums Rapamycin (Sirolimus), ist

ein spezifischer Inhibitor von mTOR und wird intravends appliziert. Studien zeigen
signifikante Vorteile gegentiber der Monotherapie mit IFNa (10,9 Monate gegen 7,3 Monate)
(102). Das Medikament ist seit 2007 in der Zweitlinie nach TKI-Versagen oder in der Erstlinie

fur Patienten mit schlechter Prognose zugelassen (103).

Everolimus (Afinitor®): Ein weiterer mTOR-Inhibitor steht mit RADOO1 (Everolimus) zur

Verfigung. Das Medikament ist in der EU seit 2009 in der Zweitlinie nach TKI-Versagen fir
alle Risikofaktoren zugelassen (104). Eine Phase IlI-Studie zeigte, dass das PFS im Median
bei 4 Monaten gegeniber 1,9 Monaten der Placebogruppe lag (105).

10
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1.4 Resistenzproblematik in der Behandlung des fortgeschrittenen NZK

Die bisher zugelassenen medikamentésen Behandlungsstrategien kdnnen haufig zunachst
gute Erfolge erzielen (13). Die Behandlung mindet jedoch in fast allen Fallen in einer
erworbenen Therapieresistenz (64, 106) und ist daher als palliative Therapie anzusehen.
Eine Heilung ist im fortgeschrittenen Stadium selten. Auch native Resistenzen limitieren den
Behandlungserfolg (106). So sprechen bereits 20 — 30 % der Patienten nicht auf die initiale
Therapie an und zeigen einen Progress nach einer Therapiezeit von weniger als 3 Monaten
(107). Wird der Median des PFS bei Therapieansprechen auf ein Erstlinien-TKI (Sorafenib,
Sunitinib, Axitinib) betrachtet, so liegt dieser bei 8,4 Monaten (108). Aber auch 74 % der
operierten, ohne diagnostizierbare Metastasen und mit zielgerichteten Therapien
behandelten Patienten zeigen einen Ruickfall innerhalb von 5 Jahren (109). Die
Therapieresistenz basiert auf unterschiedlichen zellularen Antworten. So fiihrt die Blockade
von Rezeptortyrosinkinasen mit einem TKI, wie Sunitinib, zu einer Hypoxie und als Antwort
darauf zu einer hochregulierten Expression von Wachstumsfaktoren. Durch die
Uberproduktion alternativer endothelialer Wachstumsfaktoren (110), welche Wachstumsreize
in die Zelle leiten und so die Aufgabe der blockierten Rezeptortyrosinkinase tUbernehmen,
entstehen Escape-Mechanismen (111). Einen weiteren Faktor in der Resistenzentwicklung
nimmt das Ausschleusen von Medikamenten aus der Zelle ein. So stimuliert Sunitinib die
Expression des Transporterproteins ABCB1 (ATP-Bindungskassette, Unterfamilie B), das
den Zellausfluss beginstigt (112). Im Fall von Sunitinib ist dies zumindest teilweise auf die
lysosomale Sequestration des TKI (113) und dem Verschmelzen mit Autophagosomen zu
Autophagolysosomen zurlckzufihren (64, 114). Diskutiert wird ebenfalls die Rolle von
micro-Ribonukleinsauren (miRNAs) in der Resistenzentstehung, bei denen es sich um
hochkonservierte und nichtkodierende RNAs handelt, die genregulierend wirken. Unter ihnen
konnten bereits mehrere Kandidaten identifiziert werden, die unter Sunitinib-Resistenz
hochreguliert vorlagen, wie beispielsweise die miR-15b (115). Ihre Uberexpression resultiert
in einem fortschreitenden Zellzyklus und geringerer Apoptose nach Sunitinib-Gabe (115). Die
Entwicklung wirkungsvollerer Therapien und die Uberwindung von Therapieresistenzen
stellen Kernthemen aktueller Forschungsbemiihungen dar. Naturstoffe kdnnten hier aufgrund
ihrer multifunktionalen Wirkung fir die Etablierung neuer Therapiestrategien &aullerst

vielversprechend sein.
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1.5 Naturstoffe und komplementéare alternative Medizin

Naturstoffe sind organische und anorganische chemische Verbindungen, Substanzen und
Stoffgemische. Eine heilende Wirkung verschiedener naturlicher pflanzlicher Substanzen ist
vielfach beschrieben (116). Die Wirkung der Naturstoffe basiert hierbei h&ufig auf
sekundaren Pflanzenstoffen. Insbesondere ferndstliche Lander nutzen seit Jahrtausenden
Naturstoffe, um verschiedenste Krankheitsbilder zu therapieren (117, 118). Die Traditionelle
Chinesische Medizin (TCM) nimmt in der chinesischen Kultur heute noch eine wichtige Rolle
ein (119). Aber auch in der westlichen Geschichte ist die Anwendung natirlicher Substanzen
fest verankert (120). Eine Integration von komplementdren und alternativen
Therapieanséatzen (CAM - Complementary and Alternative Medicine) wird von Patientenseite
vermehrt auch in der westlichen Welt in Betracht gezogen (121). Nicht zuletzt in der
Krebstherapie, da diese gerade im fortgeschrittenen Stadium oft eine zeitliche Limitierung
der Behandlung aufweist und mit starken Nebenwirkungen im Therapieverlauf assoziiert ist
(122). Klinische Studien (aus Regensburg und Minchen) stellten heraus, dass 15 — 30 % der
Krebspatienten eine CAM-basierte Therapie selbst anwenden (123-126). Von der
Behandlung mit Natursubstanzen erhoffen sich Patienten eine wirkungsvollere Therapie mit
weniger Nebenwirkungen (124, 126). Ein Problem in der Anwendung von Naturstoffen
besteht darin, dass Patienten die Einnahme oft nicht mit dem behandelnden Onkologen
kommunizieren, diese daher nicht in das Therapiekonzept eingebunden werden und es somit
zu unerwinschten Wechselwirkungen mit der Leitlinientherapie kommen kann (124). Haufig
fehlen zudem klinische Daten zur Wirksamkeit der Naturstoffe. Die Datenlage verbesserte
sich jedoch in den letzten Dekaden zunehmend. Eine antitumorale Wirkung von Naturstoffen
konnte bisher bei verschiedenen urologischen Tumorentitaten nachgewiesen werden. So
zeigte Curcumin, ein Naturstoff aus der Gelbwurzel, in vitro bereits eine inhibitorische
Wirkung beim Nierenzell- (127) und beim Urothelkarzinom (128) unter dem Einfluss einer
Lichtstimulation. Sulforaphan, ein sekundarer Pflanzenstoff aus dem Brokkoli, konnte
zusatzlich zu seiner antitumoralen Wirkung (129) unter chronischer Gabe eine
Resistenzentstehung in NZK-Zellen vermeiden (130). Amygdalin aus den Kernen von
Steinfrlichten zeigte eine antitumorale Wirkung bei urologischen Tumorzellen der Blase
(131), der Prostata (132) und der Niere (133). Deutlich wird, dass Naturstoffe eine additive
Therapieoption urologischer Tumore darstellen kdnnten. Substanzen aus der TCM spielen
dabei eine immer wichtigere Rolle (134, 135). Artesunat (ART), abgeleitet von Artemisinin,
und Shikonin (SHI) zeigten bereits eine antitumorale Wirkung auf verschiedenste Tumore
(136, 137) und kdnnten somit auch beim NZK, ggf. sogar beim therapieresistenten NZK, eine

vielversprechende Therapieoption darstellen.
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1.5.1 Artemisinin — Artesunat (ART)

Der sekundare Pflanzenstoff Artemisinin findet seit 2.000 Jahren Anwendung in der TCM
(138). Lokalisiert ist dieser in den Blattern und der Bliite des einjahrigen Beiful3es (Artemisia
annua), im Chinesischen unter ,ging hao bekannt. In der TCM findet Artemisinin eine sehr
breite  Anwendung, vor allem jedoch direkt oder indirekt in der Behandlung von
Malariainfektionen (139). Dabei werden die getrockneten Blatter in verschiedenen
Kombinationen als kalter Krautertee gereicht. Der semi-synthetische Arzneistoff ART, ein
Derivat von Artemisinin, zeigt im Gegensatz zum Naturstoff hydrophile Eigenschaften mit
einer besseren Bioverfligbarkeit und weniger Nebenwirkungen (136, 140) (Abbildung 4).
Auch wenn der Wirkmechanismus von Artemisinin noch nicht vollstandig geklart ist, ist
offensichtlich die labile Endoperoxid-Briicke von Artemisinin (und ART) involviert und die
damit verbundene Bildung von reaktiver Sauerstoffspezies (ROS - Reactive Oxygen
Species). Zumindest in der Malariabehandlung ist daflir Eisen in der Nahrungsvakuole des

Einzellers aus der Gattung Plasmodium mit verantwortlich (141).

Artemisinin Artesunat

Abbildung 4: Strukturformel von Artemisinin und Artesunat v.l. n.r.

Die antitumorale Wirkung von ART konnte bereits belegt werden (142). Die Arbeitsgruppe
um Hambacher-Brady in Heidelberg konnte an Brustkrebszellen belegen, dass ART in
Kombination mit lysosomalem Eisen zur ROS-Entstehung fihrt und die Apoptose auf dem
intrinsischen Weg induziert (143). Studien zeigen in vivo und in vitro einen Einfluss von ART
auf unterschiedliche Karzinome (142). In T-Zell-Leukdmiezellen (144) und auch in
Doxorubicin-resistenten T-Zell-Leuk&miezellen vermochte ART die Apoptose zu induzieren
und zeigte dabei synergistische Effekte in der Kombinationsbehandlung mit Doxorubicin
(144). Die Behandlung von kastrationsresistenten Prostatakarzinomzellen mit ART fihrte zu
einem erneuten Ansprechen auf Antiandrogene (145). Ebenfalls konnte der positive Effekt
bei Karzinomen des Gastrointestinaltraktes (146) und bei Brustkrebsstudien nachgewiesen

werden (143). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass ART hauptsachlich im erkrankten
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Gewebe wirkt und gesundes Gewebe verschont bleibt (147). Im therapiesensitiven NZK
wurde zudem eine potente selektive Zytotoxizitat von ART nachgewiesen (148). Diese ist
unter anderem gekennzeichnet durch die Inhibition der invasiven Eigenschaften des NZK
in vitro und in vivo. Weiterhin zeigte ART in Kombination mit Sorafenib im NZK (148) und
Leberzellkarzinom (149) eine Wirkungsverstarkung des TKI. Beim Leberzellkarzinom ging
dies mit ferroptotischen Effekten einher (150). Die Ferroptose, ein relativ neu beschriebener
Weg des programmierten Zelltods, kénnte auch beim NZK eine Rolle spielen (151). Dass
ART Ferroptose induzieren kann, ist vielseitig beschrieben (151-153). Dabei ist, wie bei der
Malariabek&dmpfung, die Anwesenheit von Eisen wichtig und der damit einhergehende
Anstieg an ROS. Beim NZK ist eine erhohte Eisenabhangigkeit erkennbar. So ist der
Transferrin-Rezeptor 1 (TFR1), im Vergleich zum Normalgewebe, hochreguliert (154). Das
Transmembranprotein reguliert das Einschleusen von Eisenionen und korreliert mit dem
Progress und der Mortalitdt von NZK-Patienten. So zeigen Kklarzellige NzK-Zelllinien
potenziell die Fahigkeit, die Ferroptose zu induzieren (155). Der VHL-Status kdnnte dabei
eine Schlisselfunktion einnehmen (156). Besonders bei VHL-defekten NZK-Zellen konnte
eine hohe Ferroptose-Sensitivitat detektiert werden (156). Daten Uber die Wirkung von ART

in therapieresistenten NZK liegen derzeit nicht vor.
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1.5.1.1 Ferroptose

Die Ferroptose ist eine Form des programmierten Zelltods und abh&angig von
unterschiedlichen Faktoren. Morphologisch wird sie gepragt von einem Aufbrechen der
Zellmembran, Verdichtung von Mitochondrien (Schrumpfen) und Kondensation der
Mitochondrienmembran bei normaler KerngréRe (157). Im Vergleich zur Apoptose erfolgt die
Ferroptose Caspase-unabhéangig. Grundlage fir die Ferroptose-Induktion ist ein erhdhter
Anteil an aktivem Eisen, der namensgebend ist. Schlisselproteine bilden Glutathion (GSH)
und die Phospholipid-Hydroxyperoxid-Glutathion-Peroxidase (PHGPx, Gen: GPX4), die als

Regulatoren bei einem erhéhtem ROS-Aufkommen fungieren (Abbildung 5).

Ferroptosis
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Abbildung 5: Der Ferroptose Signalweg (abgeé&ndert von Xie et al. 2016 (157))

Extrazelluléares Eisen wird dabei Giber den TFR1-Transporter in das Zellinnere eingeschleust.
TFR1 bildet mit Transferrin (TF) einen membrangebundenen Komplex. Die
Membrandurchquerung erfolgt tUber Endozytose des eisengebundenen Transferrins. Im
Zelllumen wird das eisengebundene Transferrin entkoppelt und der Transferrin-Komplex
erneuert (158). Ein weiteren Weg der Aufnahme von Eisen bietet der unspezifische
Metallionentransporter DMT1 (Divalent Metal Transporter 1) (159). Das in das Zelllumen
freigesetzte zweiwertige Eisen fihrt dabei unter Teilnahme der Fenton-Reaktion

(siehe Abbildung 5) zum Anstieg von ROS und in der Folge zur Lipidperoxidation.

Das Tripeptid GSH ist das starkste korpereigene Antioxidans und entsteht aus den
Aminoséuren Glutamin, Cystein und Glycin (160). Das Substrat zur Biosynthese von GSH

stellt Cystein dar, das Uber das System X. (heterodimer, mit einer leichten (xCT) (SLC7A11 -

15



Einleitung

Cystine/Glutamate Transporter) und einer schweren (4F2) (SLC3A2 - 4F2 Cell-surface
Antigen Heavy Chain) Seitenkette) eingeschleust wird und einen natriumabhangigen
Antiporter darstellt (157). Unter Anwesenheit von ROS wird die Glutaminsdure des GSH
oxidiert und es kommt zur Konformationsanderung vom Monomer zum Dimer. Die
Ausbildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei oxidierten GSH-Molekulen fuhrt dabei zum
Glutathion-Disulfid (GSSG). Der Prozess ist unter Beteiligung des Enzyms Glutathion-
Reduktase unter NADPH-Verbrauch (Nicotinamidadenindinukleotidphosphat) reversibel. Das
auf dem Gen GPX4 kodierte PHGPx ist ein weiterer Bestandteil des oxidativen
Schutzsystems. Das Protein katalysiert die Oxidation von GSH durch Lipidhydroperoxide.
Das Protein p53 kann Zellen fir die Ferroptose sensibilisieren, indem es die Expression von
SLC7A11 transkriptionell unterdriickt (161) (siehe Abbildung 5) und damit den Import von
Cystein und die Synthese von GSH unterbindet. Der Ausfall des oxidativen Schutzsystems
oder die Schwellenwertliberschreitung von ROS fiihren zur Membranpermeabilisierung und

somit zur Ferroptose (157).
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1.5.2 Shikonin (SHI)

SHI (Abbildung 6), gewonnen aus der getrockneten Wurzel von Lithospermum erythrorhizon,
weist ebenfalls antitumorale Eigenschaften auf (162). Es konnte dabei eine
Wirkungsverstarkung anderer antitumoraler Therapeutika induzieren (163) und
therapieresistenten Magen- (Chemotherapie) und Lungenkrebs (TKI) resensibilisieren (164,
165). Der genaue Wirkmechanismus von SHI ist dabei noch weitestgehend unbekannt. Eine
Selektivitat der Wirkung auf erkranktes Gewebe konnte in in vitro-Untersuchungen beim
Prostatakarzinom gezeigt werden (166). Ein Ansprechen auf SHI konnte nur bei malignen
Zellen bewiesen werden, benigne hingegen reagierten nicht. Es gibt erste Hinweise, dass
SHI auf Signalwege einwirkt, die fur die Regulation des Zellzyklus mitverantwortlich sind, und
so einen Zellzyklusarrest hervorruft (167). SHI lagert sich zudem in den Mitochondrien (den
.Energiezentrum®) von Krebszellen an und induziert dort die Apoptose (167, 168). Weitere
Analysen zeigen einen inhibitorischen regulatorischen Effekt (169) auf das Protoonkogen
c-Myc (170). Eine aktuelle Studie zeigt die Beteiligung von c-Myc nicht nur an Wachstum und
Differenzierung, sondern auch an der Metastasierung von Tumoren (171, 172). Weiterhin
kann SHI den PISK/AKT/mTOR-Signalweg modulieren (173).

OH O

Shikonin

Abbildung 6: Strukturformel von Shikonin

SHI ist zudem ein spezifischer Inhibitor der Pyruvatkinase-M2 (PKM2) (174), die nur in
Tumoren und in der Embryonalentwicklung exprimiert wird (175). Im Zellkulturmodell am
NZK konnte gezeigt werden, dass das Ausschalten der Kinase zu einer Reduktion der
Proliferation, des Metabolismus und der Migration fuhrt (176). Ebenfalls ist bekannt, dass
SHI die Nekroptose induzieren kann, eine Form der regulierten Nekrose, die unter
Einbindung der Rezeptor-interagierenden Serine/Threonine-Proteinkinase 1 (RIP1) und 3
(RIP3) erfolgt (177). Zum therapieresistenten NZK liegen bisher jedoch keine Daten zur
Wirkung von SHI vor.
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1.5.2.1 Nekroptose

Die Nekroptose oder regulierte Nekrose ist ein Caspase-unabhangiger Zelltod (178). Sie
bietet eine weitere Mdoglichkeit, den Zelltod kontrolliert einzuleiten, auch wenn andere
regulatorische Mechanismen, wie zum Beispiel die Apoptoseinduktion, versagen. Dies kann
nach Virusinfektionen geschehen oder in Tumoren (179). Morphologisch ist die Nekroptose
durch das Anschwellen von Zellorganellen, das Aufbrechen der Zellmembran und die
Kondensation des Chromatins gekennzeichnet (180). Schlusselproteine der Nekroptose sind
RIP1, RIP3 und das Mixed Lineage Kinase Domain-like Protein (MLKL) (181). Ein
regulierender Faktor ist dabei die Caspase 8. Die aktivierte Caspase 8 inaktiviert RIP1 und
RIP3 und induziert die Apoptose auf dem extrinsischen Weg. Eine inaktive Caspase 8

resultiert hingegen in der Nekroptose (181) (Abbildung 7).
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Abbildung 7: Der Nekroptose-Signalweg (abgeandert von Gong et al. 2019 (181))

Auch der Tumornekrosefaktor-Rezeptor (TNFR) nimmt eine zentrale Rolle in der Aktivierung
des Nekroptose-Signalweges ein (181). Die Konformationsdnderung von TNFR1 durch TNFa
(Tumornekrosefaktor) fuhrt zu einer multimeren Proteinkomplexbildung, in dem RIP1 eine
entscheidende Rolle einnimmt. Im Komplex 1 liegt RIP1 ubiquitiniert vor und fuhrt durch
NFkB-Aktivierung (Nuclear Factor 'kappa-light-chain-enhancer' of Activated B-cells) zum

Zelliberleben. Im Komplex 2 wird in Abhangigkeit von Caspase 8 entweder die Apoptose
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oder die Nekroptose induziert. Deubiquitiniertes RIP1 im Komplex mit Fas-associated Protein
with Death Domain (FADD) und Tumor Necrosis Factor Receptor Type 1l-associated DEATH
Domain Protein (TRADD) aktiviert die Caspase 8 und fiihrt so zur Apoptose. Die Nekroptose
wird hingegen, wie oben beschrieben, durch die inaktivierte Caspase 8 induziert. Hierbei
kommt es zur Rekrutierung von RIP3 und zur Komplexbildung, dem Nekrosom. Der Komplex
fuhrt zur Phosphorylierung und damit Aktivierung von MLKL. Der Prozess endet in der
Oligomerisierung des Proteins und ermoglicht das Eindringen in Membranen von Zellen und
Organellen (179, 181). Dies fuhrt zur Membranpermeabilisierung und mindet in
inflammatorischen Prozessen, die mit einer Immunantwort und Aktivierung des Zytokins
IL-1B einhergehen (182).

1.6 Ziel der Studie

Ziel der Studie war es, die bestehende Resistenzproblematik beim NZK im Zellkulturmodell
aufzugreifen. Dabei sollte untersucht werden, inwiefern ART und SHI die Limitierung der
aktuellen Therapieoptionen (hier: Sunitinib) durch die entstehende Therapieresistenz
aufheben und so ergénzend in die etablierten Therapiekonzepte integriert werden kdénnen.
An einem Panel Sunitinib-resistenter NZK-Zellen wurde daher untersucht, inwiefern ART und
SHI

» das Wachstum und die Proliferation zu hemmen vermégen.

« auf den Zellzyklus einwirken.

» verschiedene Zelltode induzieren.

+ das Metastasierungsverhalten der Zellen beeinflussen kdnnen.

* entsprechende molekulare Modulationen hervorrufen.

Als Kontrolle dienten jeweils unbehandelte und therapiesensitive Zellen. Das klarzellige NZK
stellt mit 80 % den Uberwiegenden Teil der malignen Nierenzelltumore dar (6). Um der
Verteilungshaufigkeit gerecht zu werden, wurden verschiedene klarzellige NzZK-Zelllinien,
Caki-1, 786-O und KTCTL-26, herangezogen. Als Referenz diente weiterhin die Zelllinie
A-498, die zwar aus der Niere stammt, jedoch pathologisch nicht eindeutig als klarzellig
definiert ist (183). Mit der Studie sollte die Basis fiir ein neues Therapiekonzept geschaffen
werden. Langerfristiges Ziel ist es, eine neue wirkungsvolle Behandlungsoption fir Patienten

mit fortgeschrittenem NZK anbieten zu kdnnen.
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2 Material und Methoden

2.1 Chemikalien

Tabelle 2: Chemikalien

Name Produktnummer | Firma Firmensitz
Accutase® solution A6964 Sigma-Aldrich Eiﬂi'éﬁ?aer?d
Acrylamid A, Rotiphorese® Gel 30371 Carl Roth GmbH Karlsruhe,
A ) + Co. KG Deutschland
. Waltham,
Antibiotic-Antimycotic (100 X) 15240062 'Sl'zieerrr]r:i%CFlsher Massachusetts,
USA
APS, Ammoniumperoxisdsulfat | 9592.3 SEgLngg] GmbH gzﬂzgggn d
Fresenius Kabi Bad Homburg,
Aqua dest., Ampuwa (H.Odd) | 7151-5 AG Deutschland
Artesunat A3731 Sigma-Aldrich -Ig?eﬂiléléﬁ?aer?d
Bisacryl B, Rotiphorese® Gel B | 3039.1 faCrLRstg GmbH giﬂig;‘;ﬂ .
Bromphenolblau A512.1 SegLngg] GmbH giﬂfsrgglea’nd
BSA (Bovine Serum Albumin) | A2153-100G Sigma-Aldrich Ei‘;?;‘;ﬁ?::d
CellTracker Green CMFDA C7025 Thermo Fisher \I\//Ivaa;t::g;]’usetts
Dye, Molecular Probes Scientific USA '
Coomassie-Brillant-Blau G-250 | 9598.1 S_:Eglongtc? GmbH giﬂfsrgglea’n d
Coomassie-Brillant-Blau R-250 | 3862.2 f%rLngtg GmbH giﬂzgﬁgn g
Franklin Lakes,
CS&T Research Beads 655050 Becton Dickinson | New Jersey,
USA
Deferoxamin D9533 Sigma-Aldrich Eiﬂii'éﬁ?:ﬁd
Worthington Lakewood,
Dispase Neutral-Protease LS02104 Biochemical New Jersey,
Corporation USA
DMSO, Dimethylsulfoxid D8418 Sigma-Aldrich Bzﬂ‘;';'gﬁ?;:‘d
DTT, 1,4-Dithiothreitol (5 g) 6908.1 S-:"ch:rlongg-1 embr giﬁfsrgﬂlee;nd
ECGS, Endothelial Cell Growth C-30180 PromoCell Heidelberg,
Supplement Deutschland
EDTA, . . Taufkirchen,
Ethylendiamintetraessigséure EDS-100G Sigma-Aldrich Deutschland
Essigsaure (100 %) (AcOH) 3738.1 Seg:)ngtg embH gzﬂfsrgrr:lea’nd
Ethanol absolut (EtOH) A3678 é?ﬁtl;ghem Bgﬂﬂfﬁ?ﬁ d
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Name Produktnummer | Firma Firmensitz
i . Waltham,
FC_S, F®etales Kalberserum 10500-064 Th_erm_o_ Fisher Massachusetts,
(Gibco®) Scientific
USA
Ferrostation-1 SM0583 Sigma-Aldrich Tautkirchen,
Deutschland
. . . Corning, New
® )
Fibronektin 356008 Corning® Inc. York, USA
Biozym Scientific Hessisch
Gentamycin-Sulfat [L0 mg/ml] | 882066 y Oldendorf,
GmbH
Deutschland
Thermo Fisher Waltham,
Glutamax | Supplement 35050-038 S Massachusetts,
Scientific
USA
N . . Taufkirchen,
Glutaraldehyd-Ldsung G6257-1L Sigma-Aldrich Deutschland
. Carl Roth GmbH Karlsruhe,
Glycerin / Glycerol 3783.1 +Co KG Deutschland
. Carl Roth GmbH Karlsruhe,
Glycin 3790.2 + Co. KG Deutschland
. Darmstadt,
Heparin [5000 U/ml] L6510 Merck KGaA Deutschland
Thermo Fisher Waltham,
HEPES [1 M] Pufferlésung 15630106 o Massachusetts,
Scientific
USA
holo-Transferrin T0665 Sigma-Aldrich Tautkirchen,
Deutschland
Iscove Basal Medium, 500 ml | F 0465 Biochrom GmbH | Beriin.
Deutschland
Aug. Hedinger Stuttgart,
Isopropanol 5001 GmbH & Co. KG | Deutschland
. Berlin,
Kollagen, Collagen G L7213 Biochrom GmbH Deutschland
M199-Kulturmedium (500 ml) | M4530 Sigma-Aldrich Tautkirchen,
Deutschland
Magermilchpulver (nfd AppliChem Darmstadt,
Milchpulver) A0830,0500 GmbH Deutschland
Mercaptoethanol M6250-100ML Sigma-Aldrich Tautkirchen,
Deutschland
Darmstadt,
Methanol (MeOH) 1060081000 Merck KGaA Deutschland
MTT, 3-(4,5-Dimethylthiazol-2- .
y1)-2,5- M2128-5G Sigma-Aldrich Tautkirchen,
: . , Deutschland
diphenyltetrazoliumbromid
. . Carl Roth GmbH Karlsruhe,
NacCl, Natriumchlorid 3957.2 +Co KG Deutschland
. . Taufkirchen,
Na-deoxycholate D5670-25G Sigma-Aldrich Deutschland
Necrostatin-1 SC-200142 Santa Cruz Dallas, USA
Biotechnology
. . . Taufkirchen,
NP-40 Tergitol NP40 Sigma-Aldrich Deutschland
Nuklease free water Carlsbad,
UltraPure Distilled Water 10977-035 Invitrogen Kalifornien,
(Rnase/Rnase free) USA
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Name Produktnummer | Firma Firmensitz
PBS, Phosphatgepufferte :
Salzlésung mit MgCl, und D8662-500ML Sigma-Aldrich Tautkirchen,

CacCl;

Deutschland

PBS, Phosphatgepufferte Thermo Fisher Waltham,
Salzlésung ohne MgCl, und 14190-094 Scientific Massachusetts,
CaClz USA
Phosphatase Inhibitor Cocktail P5726-5ml Sigma-Aldrich Taufkirchen,

2 Deutschland

PI (Propidium-lodid) P1304MP Molecular Probes | Eugene, USA

PMSF (Phenylmethanesulfonyl

Taufkirchen,

fluoride solution) [100 mM] 93482-50ML-F Sigma-Aldrich Deutschland
Precision Plus Protein™ Bio-Rad Hercules,
Kaleidoscope™ Prestained 161-0375 Laboratories. Inc Kalifornien,
Protein Standards ' | USA
. : . . Taufkirchen,
Protease Inhibitor Cocktail P8340 Sigma-Aldrich Deutschland
. o Hessisch
Radiance Plus ECL Losung 512103 Biozym Scientific Oldendorf,
GmbH
Deutschland
RNase A R5125-25MG Sigma-Aldrich | aufkirchen,
Deutschland
Rotiphorese 10 x SDS 3060.2 Carl Roth GmbH Karlsruhe,
Laufpuffer ) + Co. KG Deutschland
. . Taufkirchen,
RPMI 1640 (500 ml) R8758 Sigma-Aldrich Deutschland
N Carl Roth GmbH Karlsruhe,
Salzséaure HCI [1 N] K025.1 + Co KG Deutschland
R AppliChem Darmstadt,
Salzsaure HCI [5 M] 1.821.091.211 GmbH Deutschland
i Carl Roth GmbH Karlsruhe,
Schwefelsaure [1 N, 0,5 M] K025.1 +Co KG Deutschland
. Hercules,
: Bio-Rad . .
SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) | 1610302 . Kalifornien,
Laboratories, Inc.
USA
I . : Taufkirchen,
Shikonin S7576-10mg Sigma-Aldrich Deutschland
Woburn,
Sunitinib free Base S-8877 LC Laboratories Massachusetts,
USA
TEMED (N,N,N',N'- . . Taufkirchen,
Tetramethylethylendiamin) 77042 Sigma-Aldrich Deutschland
e Schiilke & Mayr Hamburg
® ’
terralin® liquid 102001 GmbH Deutschland
. Schilke & Mayr Hamburg,
®
terralin® protect 181604 GmbH Deutschland
. Carl Roth GmbH Karlsruhe,
Tris A4ll2 + Co. KG Deutschland
Tris-hydrochlorid (99 %) 9090 2 Carl Roth GmbH | Karlsruhe,
PUFFERAN ' + Co. KG Deutschland
: AppliChem Darmstadt,
Triton X-100 A4975,0100 GmbH Deutschland
Trizma® base (Tris) T-8524 Sigma-Aldrich Taufkirchen,

Deutschland
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Name Produktnummer | Firma Firmensitz
Trolox 238813 Sigma-Aldrich -g;ﬂl;'gﬁ?::d
Trypanblau (0,4 %) T8154-100m! Sigma-Aldrich Ezﬂftgﬁ?aer?d
Trypsin EDTA (0,25 %) T4049 Sigma-Aldrich Ei‘d‘;';‘gfﬂ‘ae:d
Tween 20 A4974,0100 Applichem parmstadt,
2.2 Material
Tabelle 3: Material
Produkt Produktnummer | Firma Firmensitz
I[D)Iisgt'llflggAltlgn(i:-asting 1653305 Bio-Rad Hercules, Kalifornien,

Stand Gaskets

Laboratories, Inc.

USA

Einfrierhilfe CoolCell
- Cell Freezing

210000 BCS-136

Biozym Scientific
GmbH

Hessisch Oldendorf,
Deutschland

Emsa Clip & Close

Laboratories, Inc.

Frischhaltedosen 508570 Emsa GmbH Emsdetten, Deutschland
(0,551)
Bio-Rad Hercules, Kalifornien,
Gel Releaser 1653320 Laboratories, Inc. | USA
. Bio-Rad Hercules, Kalifornien,
GelgieRrahmen 1658000 Laboratories, Inc. | USA
. Bio-Rad Hercules, Kalifornien,
GelgieRstand 1658000 Laboratories, Inc. | USA
Glasplatte Bio-Rad Hercules, Kalifornien,
Short Plate 1653308 Laboratories, Inc. | USA
Glasplatte Spacer 1653312 Bio-Rad Hercules, Kalifornien,
Plate (1,5 mm) Laboratories, Inc. | USA
Bio-Rad Hercules, Kalifornien,
Kamm 10 well 1653359 Laboratories, Inc. | USA
Kamm 15 well 1653360 Bio-Rad Hercules, Kalifornien,

USA

Kugel-Magnet 5 mm

B5 Magnetkugel

Brudazon UG

Hamm, Deutschland

Mini Scheiben-
Magnet 1x1 mm

S1x1 mini
Scheibenmagnet

Brudazon UG

Hamm, Deutschland

2.3

Verbrauchsmaterial

Tabelle 4: Verbrauchsmaterial

Produkt Produktnummer | Firma Firmensitz
Medline
: Kleve,
Abdecktuch ES15225CE International
Deutschland
Germany GmbH
Villeneuve
Cell Counting Slides L12001 logos Biosystems | d’Ascq,
Frankreich

23




Material und Methoden

Produkt Produktnummer | Firma Firmensitz
Centramed
Einmal-Pinzette, steril 8124658 Medl_;lntechnlk Koblenz,
Beteiligungs Deutschland
GmbH
FACS-R6hrchen,
Round-Bottom Tubes, e Corning, New
Disposable, Polystyrene, 352054 Corning® Inc. York, USA
Volume =5 mL, Cap
N , Schilke & Mayr Hamburg,
Feuchttuch, Schilke wipes 119541 GmbH Deutschland
Filtereinheit, 0,20 um, Darmstadt,
hydrophobes PTFE, 25 mm SLFGO25LS Merck KGaA Deutschland
Filterpapier, Blotting paper
FN 100 580 x 600 mm . Wirzburg,
Thickness: ca. 0,35 mm, GB58 A.Hartenstein Deutschl%nd
1959/ m?
FluoroBlokTM Insert 8.0 um L e Corning, New
pore size 24 well format 351152 Corning™ Inc. York, USA
Thermo Waltham,
Klemmschere 229-0301 Scientific™ Massachusetts,
Nalgene® USA
i R . Thermo Waltham,
E;)éloéoerlllfur;teu r:efzr Biobanking 10674511 Scientific™ Massachusetts,
Nunc™ USA
Mikrotiterplatte Zellkultur, 96-
Well PS, F-BODEN, weiss, 655083 Greiner bio-one Kremsmunster,
CELLSTAR® TC, GmbH Osterreich
(KAMINFORM)
Mikrotiterplatte Zellkultur, 96- "
Well, transparent, 833924005 i‘gStedt AG & Co. '[\')gumtggi‘f:;a
Flachboden, steril
Multititerplatte Zellkultur, 12- Greiner bio-one Kremsmiinster
Well, transparent, 665180 .. ; '
. GmbH Osterreich
Flachboden, steril
Multititerplatte Zellkultur, 24- Greiner bio-one Kremsmiinster
Well, transparent, 662160 2 . ’
! GmbH Osterreich
Flachboden, steril
Multititerplatte Zellkultur, 6- Greiner bio-one Kremsmiinster
Well, transparent, 657160 = . ’
! GmbH Osterreich
Flachboden, steril
Multititerplatte, 24-Well, Corning. New
Companion Plate mit 353504 Corning® Inc. Y 9.
. ork, USA
Membranseinsatzen
Pasteurpipetten 2 ml Radnor, .
) ! 612-1702 VWR Pennsylvania,
L: 230 mm, Glas
USA
Pasteurpipetten 3 ml EAGS.1 Carl Roth GmbH + | Karlsruhe,
graduiert, Unsteril, 155 mm ' Co. KG Deutschland
, Greiner bio-one Kremsmdunster,
Petrischale 145 mm 639160 GmbH Asterreich
Pipettenspitze 10 pl VT0200 Biozym Scientific (|_)|Iedsesrl1?jcohrf,

SurPhop mit Filter steril

GmbH

Deutschland
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Produkt Produktnummer | Firma Firmensitz
Pipettenspitze 10 pl Biozym Scientific Hessisch
. VT0103 Oldendorf,
SurPhop extra lang unsteril GmbH
Deutschland
Pipettenspitze 100 pl Biozym Scientific Hessisch
o . VT0230 Oldendorf,
SurPhop mit Filter steril GmbH
Deutschland
Pipettenspitze 1250 pl Biozym Scientific Hessisch
SurPhop mit Filter steril V10270 GmbH Oldendorf,
Deutschland
Pipettenspitze 1250 pl Biozym Scientific Hessisch
. VT0173 Oldendorf,
SurPhop extra lang unsteril GmbH
Deutschland
Pipettenspitze 20 pl VT0220 Biozym Scientific g?dsjr'%cohrf
SurPhop mit Filter steril GmbH ’
Deutschland
Pipettenspitze 200 pl Biozym Scientific Hessisch
o . VT0240 Oldendorf,
SurPhop mit Filter steril GmbH
Deutschland
Pipettenspitze 200 i Biozym Scientific | HeSSisch
. VT0143 Oldendorf,
SurPhop extra lang unsteril GmbH
Deutschland
PVDF Membran Immun-Blot® 1620177 Bio-Rad Hercules,
(Rolle 0.2 pm, 26 cm x 3.3 m) Laboratories, Inc. | Kalifornien, USA
. . VWR International | Darmstadt,
Reagenzreservoir 25 ml steril | 89094-664 GmbH Deutschland
ReaktionsgefalRe 0,5 ml Hamburg,
Safe-Lock 0030121023 Eppendorf AG Deutschland
Reaktionsgefalie 1,5 ml Hamburg,
Safe-Lock 0030120086 Eppendorf AG Deutschland
ReaktionsgefalRe 2,0 ml Hamburg,
Safe-Lock 0030120094 Eppendorf AG Deutschland
Serologische Pipette 10 ml 607180 Greiner bio-one Kremsmiinster,
steril mit Filter GmbH Osterreich
Serologische Pipette 2 ml 210180 Greiner bio-one Kremsmunster,
steril mit Filter GmbH Osterreich
Serologische Pipette 25 ml 760180 Greiner bio-one Kremsmiinster,
steril mit Filter GmbH Osterreich
Serologische Pipette 5 ml 606180 Greiner bio-one Kremsmunster,
steril mit Filter GmbH Osterreich
Serologische Pipette 50 ml 268180 Greiner bio-one Kremsmiinster,
steril mit Filter GmbH Osterreich
. . FEATHER Safety
Skalpell Figur 23 Fig. 23 Razor Co.. Ltd Osaka, Japan
Franklin Lakes,
Spritze 10 ml exzentrisch 309110 Becton Dickinson | New Jersey,
USA
STARLAB
StarGuard Hamburg,
Protect Nitril Handschuhe M | SCP™M I('B\IJEENATIONAL Deutschland

Simport Scientific

Saint-Mathieu-

Urinbecher C567-120CYS de-Beloell,
Inc.
Kanada
Vasofix Safety Braunile B. Braun Melsungen,

rosa 20G x 1 1/4"

20G

Melsungen AG

Deutschland
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Produkt Produktnummer | Firma Firmensitz
Zellkulturflasche 25 cm? 833910002 Sarstedt AG & Co. | Numbrecht,
KG Deutschland
Zellkulturflasche 25 cm? Cell+ | 833910302 Sarstedt AG & Co. | Numbrecht,
KG Deutschland
Zellkulturflasche 75 cm? 833911002 Sarstedt AG & Co. | Numbrecht,
KG Deutschland
Zellkulturflasche 75 cm? Cell+ | 833911302 Sarstedt AG & Co. | Numbrecht,
KG Deutschland
Sarstedt AG & Co. | Nimbrecht,
Zellschaber 831830 KG Deutschland
. N Greiner bio-one Kremsmunster,
Zentrifugenréhrchen 15 ml 188271 GmbH Asterreich
Zentrifugenréhrchen Hambur
5,0 ml Eppendorf Tubes® mit | 30122305 Eppendorf AG 9,
Deutschland
Schraubdeckel
) N Greiner bio-one Kremsmiinster,
Zentrifugenréhrchen 50 ml 227261 GmbH Asterreich
2.4 Kits
Tabelle 5: Kits
Name Produktnummer Firma Firmensitz
BrdU Cell Proliferation Kit QIA58 Merck KGaa | Darmstadt,
Deutschland
. , Franklin
FITC A_nnex_ln V Apoptosis 556547 Bgct_on Lakes, New
Detection Kit | Dickinson
Jersey, USA
Promeaa Madison,
GSH-Glo™ Glutathione Assay V6911 C 9a Wisconsin,
orporation
USA
2.5 Geréate
Tabelle 6: Gerate
Gerat Produktnummer | Firma Firmensitz
INTEGRA Biebertal
Absaugsystem VACUSAFE 158320 Biosciences !
Deutschland
GmbH
, Gottingen,
Analysenwaage L2200P Sartorius Deutschland
Axiocam 503 color 503 color Carl Zeiss AG Oberkochen,
Deutschland
Axiocam 503 mono 503 mono Carl Zeiss AG Oberkochen,
Deutschland
Axiocam ICm1 ICm1l Carl Zeiss AG Oberkochen,
Deutschland
BD FACSCalibur™ o Franklin Lakes,
Becton Dickinson | New Jersey,
Durchflusszytometer USA
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Gerat Produktnummer | Firma Firmensitz
Franklin Lakes,
BD FACSFlow Supply System | 649908 Becton Dickinson | New Jersey,
USA
Franklin Lakes,
BD HTS 647701 Becton Dickinson | New Jersey,
High Throughput Sampler USA
BD LSRFortessa X-20 657669 (Special . Franklin Lakes,
Becton Dickinson | New Jersey,
Durchflusszytometer Order) USA
VWR Darmstadt
Bunsenbrenner, FIREBOY eco | 451-0136 International ’
Deutschland
GmbH
CO: Inkubator Thermo Fisher \I\//IV:slstgsgpl’usetts
Heracell 150 Scientific '
USA
. Waltham
CO: Inkubator Thermo Fisher ’
Heracell VIOS 160i 51030286 Scientific Bﬂgisachusetts,
. . . Thermo Fisher Waltham,
Finnpipette F2 0.2 bis 2 pl 4642010 o Massachusetts,
Scientific
USA
. . . Thermo Fisher Waltham,
Finnpipette F2 1 bis 10 pl 4642030 S Massachusetts,
Scientific
USA
. . . Thermo Fisher Waltham,
Finnpipette F2 10 bis 100 pl 4642070 N Massachusetts,
Scientific
USA
. . . Thermo Fisher Waltham,
Finnpipette F2 100 bis 1000 ul | 4642090 . Massachusetts,
Scientific
USA
. . , Thermo Fisher Waltham,
Finnpipette F2 2 bis 20 4642050 o Massachusetts,
Scientific
USA
. . . Thermo Fisher Waltham,
Finnpipette F2 20 bis 200 ul 4642080 o Massachusetts,
Scientific
USA
. Waltham
™ ’
Hera_safe ) 42016188 Th_erm_o_ Fisher Massachusetts,
KS Sicherheitswerkbank Scientific USA
Inverses Oberkochen
Fluoreszenzmikroskop 491915-0001-000 | Carl Zeiss AG ’
. Deutschland
Axio Observer Z1
, Motic
Inverses Mikroskop Wetzlar,
AE2000 Binocular 630-1316 Deutschland Deutschland
GmbH
. ) . VWR
Magnetriiher mit Heizplatte : Darmstadt,
VWR VMS-C7 442-0664 International Deutschland
GmbH
Mikroskop Axiovert 40 CFL | 491202-0002-001 | Carl Zeiss AG | QPerkochen,
Deutschland
. , . Waltham,
Mikrozentrifuge, 75002425 Th_erm_o_ Fisher Massachusetts,
Hereaus Fresco 21 Scientific USA
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Gerat Produktnummer | Firma Firmensitz
Bio-Rad Hercules,
Mini Trans-Blot® Cell 1703930 . Kalifornien,
Laboratories, Inc. USA
Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Bio-Rad Hercules,
Electrophoresis Cell for Mini 1658004 Laboratories. Inc Kalifornien,
Precast Gels, 4-gel T USA
. Waltham,
pH Meter, Orion Star A111 11661399 Th_erm_o_ Fisher Massachusetts,
Scientific USA
. L . Brand GmbH & Wertheim
Siet® )
Pipettetierhilfe accu-jet® pro 26301 Co. KG Deutschland
Plattenlesegerat Tecan US Inc. Méannedorf,
Spark 10M 30086375 Tecan Group AG Schweiz
] . Hercules
™ - ’
glcj)weerac Basic Power 1645050 E;%Erzl?ories Inc Kalifornien,
pp y 1 . USA
. Hercules,
PowerPac™ HC Power Supply | 1645052 Bio-Rad Kalifornien
Laboratories, Inc. '
USA
. : Gottingen,
Prazisionswaage Sartorius Deutschland
Rollenmischer Stuart SRT9 1126-302-02 Cole-Parmer Stone,
Grof3britannien
. Hercules,
Roller 1651279 Bio-Rad Kalifornien,
Laboratories, Inc.
USA
. . Azure Dublin,
Sapphire Biomolecular Imager | 1S1026 Biosystems California, USA
Schitteltisch - See-saw ssL4 Cole-Parmer Stone,

rockers

GrolRRbritannien

Hangzhou Bioer

ThermoCell MixingBlock MB-102 (MB-101) | Technology Co. | Hangzhou,
Ltd. China
Vibrationsmischer, Vortex RS-VA 10 Phonix Garbsen,
Instruments Deutschland
. Thermo Fisher Waltham,
Wasserbad Precision GP28 15315867 N Massachusetts,
Scientific
USA
N Villeneuve
™
Zelizahler, LUNA™ Automated L10001 logos Biosystems | d’Ascq,
Cell Counter .
Frankreich
. Thermo Fisher Waltham,
Zentrifuge, Megafuge® 1.0R 75003060/02 L Massachusetts,
Scientific
USA
Zentrifuge, Megafuge® 16R 521-2065 Heraeus Hanau,

Deutschland
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2.6 Software

Tabelle 7: Software

Name Version Firma Firmensitz
_ o Santa Clara, Californien,
AlphaView SA 3.4.0. ProteinSimple
USA
AzureCapture 1.1.0315.0 | Azure Biosystems Dublin, Californien, USA
AzureSpot 2.0.062 Azure Biosystems Dublin, Californien, USA
o Franklin Lakes, New
BD CellQuest™ Pro | 5.1 Becton Dickinson
Jersey, USA
o Franklin Lakes, New
BD FACSDiva™ 8.0.2 Becton Dickinson
Jersey, USA
Endnote X9.3 Thomson Reuters Toronto, Kanada
o Franklin Lakes, New
FlowJo 10.5.3. Becton Dickinson
Jersey, USA
. San Diego, Californien,
GraphPad Prism 7.04. GraphPad Software, Inc.
USA
Wayne Rasband /
_ _ Beteshda, Maryland,
ImageJ 1.48v National Institutes of
USA
Health
Magellan V2.2 Tecan Trading AG Mannedorf, Schweiz
ModFit 5.0.9 Verity Software House Topsham, Maine, USA
Office Professional 14.0.7237.5 . _ Seattle, Washington,
Microsoft Corporation
Plus 2010 000 USA
Carl Zeiss Microscopy
Zen 2.3. Jena, Deutschland

GmbH

29




Material und Methoden

2.7 Antikdrper Western-Blot

2.7.1 Zellzyklusregulierende Proteine

Tabelle 8: Antikorper Zellzyklusregulierende Proteine

30

Name Klon Hersteller Nummer | Verdinnung | Herkunft
Anti-p21 12D1 Cell Signaling #2947 1:1.000 Hase
Anti-p27 57/Kipl BD 610242 1:500 Maus
Anti-Cyclin A | 25/Cyclin A BD 611269 1:500 Maus
Anti-Cyclin B | 18/Cyclin B BD 610220 1:1.000 Maus
Anti-cDK1 | F/CAKH/Cede T gp 610038 | 1:2.500 Maus
Anti-
phospho- , , ,
CDK1 10A11 Cell Signaling #4539 1:1.000 Hase
(Tyrlh)
Anti-CDK2 55/Cdk2 BD 610146 1:2.500 Maus
Anti-
[():rgjégho— polyclonal Cell Signaling #2561 1:1.000 Hase
(Thr160)

2.7.2 Zelltodproteine

Tabelle 9: AntikOrper Zelltodproteine
Name Klon Hersteller Nummer Verdinnung | Herkunft
Caspase 8 D35G2 | Cell Signaling | #4790 1:1.000 Hase
Caspase 3 Cell Signaling | #9662 1:1.000 Hase
PARP 46D11 Cell Signaling | #9532 1:1.000 Hase
RIP D94C12 | Cell Signaling | #3493 1:1.000 Hase
pRIP (Serl66) D8I3A Cell Signaling | #44590 1:1.000 Hase
GPX4 Abcam ab41787 1:1.000 Hase

2.7.3 Standardproteine / Ladungskontrolle

Tabelle 10: Antikérper Standardproteine / Ladungskontrolle
Name Klon Hersteller Nummer | Verdinnung | Herkunft
bela | AC-15 | Sigma-Aldrich | AS441 | 1:10.000 | Maus
GAPDH | D16H11 | Cell Signaling | 5174S 1:1.000 Maus
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2.7.4 Sekundare Antikorper

Tabelle 11: Sekundéare Antikdrper
Name Klon Hersteller | Nummer | Verdinnung | Herkunft
Goat Anti-Rabbit ) .
Immunoglobulins/HRP polyclonal | Dako P0448 1:1.000 Ziege
Rabbit Anti-Mouse :
Immunoglobulins/HRP polyclonal | Dako P0260 1:1.000 Hase
2.8 Antikdrper Durchflusszytometrie
2.8.1 Adhasionsrezeptoren — Integrine
Tabelle 12: Antikérper Adh&asionsrezeptoren — Integrine
Bezeichnung Name Isotyp | Klon | Hersteller | Nummer | Verdinnung
PE Mouse Anti- | Integrin Maus .
Human CD49a | alpha 1 IgG1, K SR84 | BD 559596 gebrauchsfertig
. . Maus
PE Mouse Anti- | Integrin .
Human CD49b | alpha 2 :(gGZa, 12F1 | BD 555669 gebrauchsfertig
PE Mouse Anti- | Integrin Maus C3 :
Human CD49c alpha 3 IgG1,k | Il.1 BD 556025 gebrauchsfertig
PE Mouse Anti- | Integrin Maus .
Human CD49d | alpha 4 IgG1, K 9F10 | BD 555503 gebrauchsfertig
PE Mouse Anti- | Integrin Maus .
Human CD49% | alpha 5 IgG1, k 1AL BD 555617 | gebrauchsfertig
PE Mouse Anti- | Integrin Ratte
Human CDA49f alpha 6 :(gGZa, GoH3 | BD 555736 gebrauchsfertig
PE Rabbit Anti Integrin Hase EPR1 ab21184 ,
AlphaV alphaV | 1gG 6800 | Abcam 5 1:500
PE Mouse Anti- | Integrin Maus :
Human CD29 beta 1 IgG1, k MAR4 | BD 555443 gebrauchsfertig
PE Mouse Anti- | Integrin Maus VI- .
Human CD61 |beta3 |lgG1,x |PL2 | BP 555754 | gebrauchsfertig
. . Ratte
PE Rat Anti- Integrin 439- :
Human CD104 | beta 4 :(gGZb, 9B BD 555720 gebrauchsfertig
. . Maus Sc-
PE Integrin 5 Integrin i Santa .
Antibody (F-5) beta 5 :(gGZa, P> Cruz §%8214 1:50
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2.8.2

Tabelle 13: Isotypenkontrolle

Isotypenkontrolle

Bezeichnung Klon Hersteller | Nummer | Verdinnung
PE Mouse IgG1, K MOPC-21 | BD 555749 gebrauchsfertig
Isotype Control
PE Mouse IgG2a, K G155-178 | BD 559319 gebrauchsfertig
Isotype Control
PE Rat IgG2a, K Clone .
Isotype Control R35-95 BD 555844 gebrauchsfertig
PE Rat IgG2b K R35-38 | BD 555848 | gebrauchsfertig
Isotype Control
Rabbit IgG NS
(Phycoerythrin) - Polyclonal | Abcam ab37407 10 pl fur 10
Zellen
Isotype Control
2.9 Blockadestudien
2.9.1 Funktionsblockierende Antikorper
Tabelle 14: Funktionsblockierende Antikérper
Name Klon | Hersteller | Nummer Verdinnung | Herkunft
é\gt"'”teg”” P1B5 | Merck MAB1952Z | 1:100 Maus
ﬁgt"'meg“” P1D6 | Merck MAB1956Z | 1:100 Maus
g;’“"”teg”” 6S6 |Merck | MAB2253Z | 1:100 Maus
gg“"”teg“” B3A | Merck MAB2023Z | 1:100 Maus
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2.10  Zellkultivierung
2.10.1 Verwendete Zellkulturen

Caki-1:

Metastasiertes klarzelliges NZK, Patientenisolat eines 49-jahrigen kaukasischen Mannes
(Abbildung 8 a). Einschichtig wachsend. Von Hippel-Lindau Wildtyp (VHL wt) (184). LGC
Promochem (Wesel, Germany). Biologische Schutzstufe 1 (185-187).

786-0:

Nierenzell-Adenokarzinom, Patientenisolat epithelialen Ursprungs aus der Niere eines
58-jahrigen kaukasischen Mannes (Abbildung 8 b). Einschichtig wachsend. VHL-mutiert
(183). Aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH (DMSZ,
Braunschweig). Biologische Schutzstufe 1 (185, 186).

KTCTL-26:

Klarzelliges NZK, Patientenisolat aus dem Ausgangstumor eines 69-jahrigen Mannes (VHL
nicht klar definiert) (Abbildung 8 c). Klassifikation nach TNM: T2a, Nx, M1 Grad: G2 (188,
189). Einschichtig wachsend. Aus der Deutschen Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DMSZ, Braunschweig).

A-498:

Humanes NZK. Patientenisolat aus der Niere einer 52-jahrigen Mannes (Abbildung 8 d).
Einschichtig wachsend. VHL wt (184). Cell Lines Service (Heidelberg, Germany). Biologische
Schutzstufe 1 (187, 190).

Die Zelllinien wurden freundlicherweise von Herrn Prof. Blaheta aus der Klinik fir Urologie -
Universitatsklinikum Frankfurt zur Verflgung gestellt (127, 129, 130, 191). Die
Therapieresistenz  gegen Sunitinib  wurde durch stetige Zugabe aufsteigender
Konzentrationen bis zu einer Konzentration von 1 uM (= Erhaltungsdosis) in Frankfurt und
Mainz hergestellt. Die Therapieresistenz wurde durch Verschiebung des ICso
(= Konzentration, bei der das Wachstum im Konzentrationsbereich um 50 % reduziert ist)
ermittelt. Dabei wurden die Zellen als resistent definiert, wenn der ICso-Wert mindestens um
die Halfte erhoht vorlag. So lagen zu jeder NZK-Zelllinie therapiesensitive (parentale) und
Sunitinib-resistente [1 uM] Zellen vor (191) (Abbildung 8).
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Zur Simulation relevanter Schritte innerhalb der Metastasierung, wie der Anheftung von
Tumorzellen an die vaskulare GefalBwand, wurden humane vaskulare Endothelzellen
(HUVEC - Human Umbilical Vein Endothelial Cells) genutzt.

Die HUVEC wurden aus der Umbilikalvene von Nabelschniren isoliert (siehe 2.10.4) (die
Nabelschnire wurden freundlicherweise von der Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe und
Frauengesundheit, Universitatsmedizin Mainz, zur Verfliigung gestellt).

Alle verwendeten NZK-Zellen wurden am 21.09.2018 durch die Firma Multiplexion GmbH in
Friedrichshafen charakterisiert. Die Identitdt der Zelllinie KTCTL-26 konnte auf Grund
mangelnder Datenbankeintrage nur durch das Ausschlussverfahren bestéatigt werden
(Tabelle 15).

Tabelle 15: Zellcharakterisierung, Auszug vom 21.09.2018 der Multiplexion GmbH

. Identitat | Identitat
Zelllinie in % bestatigt? Genotype Code
Caki-1 s TTWTTTATATAWWTAAATTTATATTTW

100 bestéatigt

(parental) TAAAATTAWAATTTTWTATAA
Caki-1 98 bestitiat TTATTTATATATTTAAATTTATATTTATAA
(resistent) 9 AATTAAAATTTTATATAA
786-0 98 bestitiat AATTTTTTATWTWTATATTTATAATTTTA
(parental) 9 AAAAAAAAWTTTTATATAT
786-0 100 bestatiat AATTTTTTATATWTATATTTATAATTTTA
(resistent) 9 AAAAAATATTTTTATATAT
é;?;nlj[fl)s nicht in der Datenbank vorhanden
(flg;léri? nicht in der Datenbank vorhanden
A-498 100 bestatiat TTTTATATAATTAAAATTATAATTTTTTAT
(parental) 9 TTTTATATTTTTATWTAT
A-498 08 bestatiat TTTTATATAATTAAAATTATAATTTTTTAT
(resistent) 9 ITTTATAWTTTTATTTAT
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parental resistent

Caki-1

200 pm

b)

786-O

KTCTL-26

d)

A-498

Abbildung 8: Mikroskopische Aufnahmen der verwendeten NZK-Zelllinien Linke Spalte: parentale Zellen,
rechte Spalte: Sunitinib-resistente [1 pM] NZK-Zellen. Caki-1 (a), 786-O (b), KTCTL-26 (c), A-498 (d) bei 50 x
VergréRerung.
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2.10.2 Verwendete Kulturmedien

Zur Kultivierung eukaryotischer Zellen steht ein breites Spektrum an Kulturmedium zur
Verfiigung. Ziel ist es, eine ausreichende Versorgung mit Glucose, Salzen, Aminosauren und
Vitaminen zu gewahrleisten. Drei Medien fanden in der vorliegenden Arbeit Anwendung und
bildeten die Grundlage der genutzten Vollmedien.

Als Standardmedium fir die Tumorzellen diente das RPMI-1640-Medium, welches mit 86 %
des Gesamtvolumens die Basis des RPMI-Vollmediums darstellte. Dem Grundmedium
wurden 1% Glutamax (100 x konz.), 2% [20 mM] HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonséure) [1M], 1% Anti-Anti (100 x konz.) und 10 % fetales
Rinderserum (FCS) hinzugefligt. Dieses fand Verwendung fir die Zelllinien 786-0,
KTCTL-26 und A-498.

Zellen mit einem erhdhten Nahrstoffbedarf bendtigten ein anspruchsvolleres Medium. Das
ISCOVE-Basalmedium (Iscove's Maodified Dulbecco's Medium (IMDM)) erflillte das Kriterium,
schnellwachsende Zellkulturen ausreichend zu versorgen und bildete mit 88 % des
Gesamtvolumens die Basis des ISCOVE-Vollmediums. Das Grundmedium wurde dazu mit
1 % Glutamax (100 x konz.), 1 % Anti-Anti (100 x konz.) und 10 % fetalem Rinderserum
versetzt. Dieses Medium kam bei der Zelllinie Caki-1 zur Anwendung.

Um den speziellen Anforderungen von HUVEC gerecht zu werden, wurde das M199-
Vollmedium angesetzt. Die Gruppe um Morgan et al. entwickelte das M199-Kulturmedium,
dass dem Anspruch primérer Zellkulturen an Vitaminen, Salzen und Aminosauren gerecht
wird (192). Das HUVEC-Vollmedium bestand aus 75 % M199-Kulturmedium, dem 20 %
FCS, 0,8 % ECGS (Endothelial Cell Growth Supplement), 0,2 % [5.000 IE] Heparin [5000
IE/mI], 1 % [50 mg] Gentamycin [10mg/ml], 1 % Anti-Anti (100 x konz.) und 2 % [20 mM]
HEPES [1 M] hinzugefiligt wurden.

Therapieresistente Zellen wurden fortlaufend mit 1 uM Sunitinib kultiviert. Dazu wurde dem
entsprechenden Medium 1 pl Stammlésung [10 mM] auf 10 ml Vollmedium hinzugefigt
(Verdunnung: 1:10.000).

2.10.3 Steriles Arbeiten unter einer Sicherheitswerkbank

Alle steril auszufihrenden Arbeiten wurden unter einer sterilen Sicherheitswerkbank
(Herasafe™ KS)  durchgefuhrt.  Weiterhin ~ wurden  samtliche  Utensilien  und
Verbrauchsmaterialien mit einem Feuchttuch (Schilke wipes), das mit einem
Schnelldesinfektionsmittel (Terralin® liquid) getrankt war, abgewischt. Flussigkeiten wurden

unter Vakuum mit einem Absaugsystem (VACUSAFE) und sterilen Pasteurpipetten
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(Glas, 230 mm) abgenommen, in einem verschlossenen Behdalter gesammelt und
fachgerecht entsorgt. Nach dem Beenden der Arbeit wurde die Sicherheitswerkbank erneut
ausgewischt, verschlossen und eine Stunde mit Ultraviolett (UV)-Licht bestrahilt.

2.10.4 Isolation von vaskuldren Endothelzellen aus der Umbilikalvene
(HUVEC)

Die Extraktion von HUVEC aus der Umbilikalvene einer Nabelschnur diente als Grundlage
fur die  Tumorzell-Endothel-Interaktionsstudien. Mit HUVEC wurde hier das
Adhasionsverhalten von Tumorzellen mit und ohne Behandlung an vaskulares Endothel
untersucht. Zur Extraktion wurden Nabelschnire (Klinik und Poliklinik fur Geburtshilfe und
Frauengesundheit, Universitatsmedizin Mainz) in sterile Urinbecher gegeben und in
Transportmedium (98,8 % M199-Kulturmedium, 1 % Anti-Anti (100 x konz.), 0,2 % [5.000 IE]
Heparin [5000 IE/mI]) bei 4 °C gelagert. Die Zellextraktion erfolgte direkt oder am Folgetag,
dazu wurde unter sterilen Bedingungen das Transportmedium abgezogen, die Nabelschnur
einmal mit PBS (ohne Mg?* & Ca?*) gewaschen und in eine 15 cm Petrischale Uberfiihrt. An
einem Ende der Nabelschnur wurde mit einem Skalpell eine ,saubere® Schnittkante gezogen
und die Kanile (Vasofix Safety Braunile) in das mittig liegende grof3te Gefal3, die Vene,
eingefiihrt. Das Gefald wurde anschlieend mit 10 ml PBS™ gespult und das untere Ende mit
einer Klemmschere verschlossen. 6 ml Dispase (1 U/ml in PBS’) wurden mit einer 10 ml
Spritze aufgezogen, in die Vene injiziert und das obere Ende der Nabelschnur ebenfalls mit
einer Klemmschere verschlossen. Zum enzymatischen Ablésen der Zellen erfolgte eine 15-
mindtige Inkubation bei Raumtemperatur (RT). Nach der Inkubation wurde die untere
Klemmschere Uber einem 50 ml Zentrifugenréhrchen geldst, dann die obere Klemmschere
entfernt und die Vene einmal mit 10 ml PBS" gesplilt. Die Lésung mit dem Zellmaterial wurde
aufgefangen und anschlieBend fur 5 min bei 1.200 rpm (Revolutions per Minute =
Umdrehungen pro Minute) oder 500rcf (Relative Centrifugal Force = relative
Zentrifugalbeschleunigung) bei RT zentrifugiert (Megafuge 16R). Der Uberstand wurde
verworfen und das Zellpellet in 5 ml M199-Volimedium aufgenommen, in eine 25 cm?
Kulturflasche fur Primarzellen (Zellkulturflasche Cell+) tberfiihrt und bei 37 °C mit 5 % CO-

und 95 % Luftfeuchtigkeit inkubiert. Am Folgetag erfolgte ein Mediumwechsel.
2.10.5 Passagieren und Kultivieren der Zellkulturen

Die verwendeten Tumor-Zelllinien wurden in 25cm? (T25) und 75cm? (T75)
Zellkulturflaschen kultiviert. Die Behandlung Sunitinib-resistenter Zelllinien mit 1 uM Sunitinib
wurde fortgefiihrt, um den nétigen Resistenzdruck aufrecht zu erhalten. Dazu erfolgte im
zweitdgigen Abstand ein Mediumwechsel. Erreichten die Tumorzellen und HUVEC eine

Konfluenz von ca. 80 %, konnten diese fur einen Versuch genutzt oder weiter subkultiviert
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werden. Dazu wurde das Medium abgenommen, der Zellrasen mit 5 ml PBS™ gewaschen und
die Zellen mit 1 ml Trypsin fur ca. 5 min bei 37 °C, 5% CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Durch die enzymatische Reaktion losten sich die Zell-Zell- und Zell-Boden-
Kontakte. AnschlieBend wurde die Reaktion mit 9 ml Vollmedium gestoppt und das
Gesamtvolumen von 10 ml, ausreichend fir einen Versuchsansatz, in ein 50 ml
Zentrifugenrohrchen dberfiihrt oder anteilig zur Subkultivierung in neue Zellkulturflaschen
gegeben. In der Regel erfolgte die Aufteilung der Tumorzellen in eine neue Zellkulturflasche
je nach Bedarf 1:10 (nach 4 — 5 Tagen erneut konfluent) oder 1:5 (nach 2 — 3 Tagen erneut
konfluent). HUVEC wurden jedoch maximal in einem Verhaltnis von 1:3 aufgeteilt und bis
hochstens zur flinften Passage kultiviert. Das Volumen wurde anschliel3en auf 14 ml fir T75-

und 6 ml fur T25-Flaschen mit dem jeweiligen Kulturmedium aufgefulit.
2.10.6 Bestimmung und Einstellung auf eine definierte Zellzahl

Zur Zellzéhlung wurden die Zellen vom Boden der Kulturflasche geldst (siehe 2.10.5).
Nachdem die Reaktion mit 9 ml Vollmedium gestoppt und das Gesamtvolumen von 10 ml in
ein 50 ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt worden war, erfolgte die Zahlung. Dafir wurden
10 pl der Zellsuspension entnommen und mit 10 ul 0,4 % Trypanblau vermischt. 10 ul dieses
Gemisches wurden in ein ,Cell Counting Slide* pipettiert, welches im Zellzdhler (LUNA™
Automated Cell Counter) ausgelesen werden konnte. Dieser gab die Zellzahl pro ml an, die

dann fur die Berechnung und Einstellung einer definierten Zellzahl verwendet wurde.
2.10.7 Einfrieren und Lagerung der Zellkulturen

Die Lagerung von Zellkulturen erfolgte bei -196 °C in flissigem Stickstoff. Dazu wurde die zu
konservierende Zelllinie in einer T75-Kulturflasche kultiviert und bei Konfluenz geerntet. Die
Ablésung der Zellen erfolgte wie unter 2.10.5 beschrieben mit Trypsin. Nach Zugabe von
4 ml Vollimedium wurde die Zellsuspension in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen utberfihrt und
die Zellen bei 500 rcf fir 5 min bei RT zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das
Zellpellet in 2 ml Einfriermedium (70 % Vollmedium, 20% FCS, 10% DMSO
(Dimethylsulfoxid)) aufgenommen. 1 ml der Losung wurde jeweils in ein Kryordhrchen
Uberfuihrt und mit einer speziellen Einfrierhilfe, die ein gleichmaRiges Herunterkihlen von
1°C pro Minute ermoglicht, Uber Nacht bei -80 °C gelagert. Anschliel3end erfolgte die

Umlagerung in fliissigen Stickstoff.
2.10.8 Auftauen von kryokonservierten Zellen

Bei Bedarf wurden kryokonservierte Zellen zurtick in Kultur gebracht. Dazu wurde das

Kryoréhrchen dem Stickstoff entnommen und mdglichst schnell aufgetaut (ca. 1 min bei
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37 °C), sodass noch ein kleiner Eisrest vorhanden war. Die in Einfriermedium aufgetauten
Zellen (1 ml) wurden in 13 ml vorgewadrmtem Vollmedium aufgenommen und in eine
T75-Kulturflasche tberfuhrt. Ein Mediumwechsel am Folgetag diente dazu, den im Medium
enthaltenen DMSO-Anteil zu entfernen.

2.11  Analysen zur Bestimmung des Zellwachstums

Das Zellwachstum gibt Aufschluss dariber, inwiefern die zu untersuchenden Stoffe einen
inhibitorischen Einfluss austben. Von Stoffen mit bisher unbekanntem Wirkspektrum
empfiehlt es sich, in der entsprechenden Zelllinie Dosis-Wirkungskurven zu erstellen. Die
Kombination aus metabolischer Aktivitat (Viabilitat) und Zellproliferation gibt dabei eine valide

Aussage Uber das Wachstumsverhalten.
2.11.1 Bestimmung des Tumorzellwachstums - Viabilitat (MTT-Test)

Das Tumorzellwachstum wurde indirekt durch die Stoffwechselaktivitit metabolisch aktiver
Zellen mit der 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT)-Analyse
bestimmt. Die Methode basiert auf einem von Tada et al. modifizierten Protokoll (193). Das
gelbe Tetrazoliumsalz MTT wird verstoffwechselt und zu dem blauen wasserunldslichen
Formazan reduziert. Fur die Durchfiihrung wurden 5.000 Zellen pro Well (in Vollmedium) in
eine 96-Well Mikrotiterplatte ausgesat (Dreifachansatz) und behandelt (Tabelle 16).

Tabelle 16: Zellzahlen und verwendete Konzentrationen von ART und SHI fur die Bestimmung der
Zellviabilitat (MTT-Test)

Zelllinie Zellzahl | ART SHI

Caki-1 5.000 10, 20, 30, 40,50 uM | 0,5,1,0,1,5,2,0,2,5uM
786-0 5.000 10, 20, 30, 40,50 uM | 0,5,1,0,1,5,2,0,2,5uM
KTCTL-26 | 5.000 10, 20, 30,40,50uM | 0,5,1,0,1,5, 2,0, 2,5 uM
A-498 5.000 10, 20, 30,40,50uM | 0,5,1,0,1,5,2,0,2,5uM

Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle und Wells nur mit Medium als
Hintergrundkontrolle (Blank). Das Gesamtvolumen in den Wells betrug jeweils 100 ul/Well.
Um eine Kinetik zu erstellen, wurden fir drei Zeitpunkte (24, 48, 72 h) Platten angefertigt. Mit
Standardkurven (160.000, 80.000, 40.000, 20.000, 10.000, 5.000, 2.500 Zellen) konnte der
Farbumschlag aufgrund der metabolischen Aktivitat in eine Zellzahl umgerechnet werden.
Nach den entsprechenden Inkubationszeiten (24, 48, 72 h) im Inkubator (37 °C, 5 % CO
und 95 % Luftfeuchtigkeit) wurden je Well 10 pl MTT (5 g/l in PBS’) zur Zellsuspension
hinzugeben und fir weitere 4 h inkubiert. Im Anschluss wurde die Reaktion durch Zugabe
von 100 pl Solubilisierungspuffer (100 g/l SDS, 0,01 N HCI in Aqua dest.) abgestoppt und
Uber Nacht bei 37 °C weiter inkubiert. Die fotometrische Messung des Farbumschlags wurde

am Folgetag am Plattenlesegerat (Tecan Spark 10M) bei einer Wellenlange von 570 nm und
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einer Referenzmessung bei 700 nm mit der Software Magellan durchgefiihrt. Die
Datenausgabe erfolgte als ,optische Dichte“ (OD) oder als Zellzahl durch Verrechnung der
OD-Werte mit der erstellten Standardkurve unter Abzug des Hintergrundes (Blank) mit der
Software Magellan. Zur Normalisierung der Einzelmessung wurden aus den Triplikaten
Mittelwerte gebildet und die unbehandelte Kontrolle auf 100 % gesetzt. Zur kinetischen
Auswertung Uber drei Zeitpunkte wurde hingegen jeweils der 24 h-Messwert auf 100 %
gesetzt. Zur Berechnung des ICso-Wertes wurden Dosis-Wirkungskurven mit nichtlinearer
Regression fur jeden Zeitpunkt Uber einer variablen Steigung mit 4 Parametern mit der
Software GraphPad geplottet. Dazu wurden die Konzentrationen des inhibierenden Stoffs auf
der x-Achse logarithmisch und die Messwerte in % auf der y-Achse aufgetragen. Die Formel

,Y=Bottom + (Top-Bottom)/(1+10/{LegiC50-X)HilSlope)y« diente als Grundlage der Berechnung.
2.11.2 Bestimmung der Zellproliferation (BrdU-Test)

Die Proliferation wurde durch Interkalation von Bromdesoxyuridin (BrdU) in die DNA
nachgewiesen. BrdU ist ein chemisches Analogon zum Nukleotid Thymidin und wird anstatt
dessen in die DNA sich teilender Zellen eingebaut. Mit einem Antikérper gegen BrdU (Anti-
BrdU) konnten im ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) so Zellen detektiert werden,
die eine Zellteilung vollzogen haben. Durch einen zweiten Antikérper, Anti-BrdU, der an das
Enzym Meerrettichperoxidase (HRP - Horseradish Peroxidase) gekoppelt war, kam es dabei
durch Umsatz eines Substrates zum Farbumschlag, der proportional zum BrdU-Einbau (und
somit der Antikorper-Bindung) ist. Fur die Versuchsreihen wurden die Zelllinien, wie in
Tabelle 17 aufgefihrt, behandelt und eingestellt.

Tabelle 17: Zellzahlen und verwendete Konzentrationen von ART und SHI fur die Bestimmung der
Zellproliferation (BrdU)

Zelllinie Zellzahl | ART SHI

Caki-1 5.000 10, 20, 30,40,50 uM | 0,5,1,0,1,5,2,0,2,5uM
786-0 5.000 10, 20, 30,40,50uM | 0,5,1,0,1,5,2,0,2,5uM
KTCTL-26 5.000 10, 20, 30, 40,50 uM | 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 uM
A-498 5.000 10, 20, 30, 40,50 uM | 0,5,1,0, 1,5, 2,0, 2,5 uM

Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Das Gesamtvolumen betrug auch hier 100 pl/Well
in einer 96-Well Mikrotiterplatte. Alle Proben wurden jeweils als Triplikate angesetzt. Als
Hintergrundkontrolle wurden jeweils unbehandelte Zellen ohne BrdU sowie Wells nur mit
Medium mitgefiihrt. Die Analyse erfolgte zu drei Zeitpunkten, 24, 48 und 72 h, mit dem BrdU
Cell Proliferation Kit. Fur jeden Zeitpunkt wurde ein gesonderter Ansatz ausplattiert. 24 h vor
Erreichen des jeweiligen Zeitpunktes wurden 20 pl/Well BrdU in das Kulturmedium
(1:2.000 Verdunnung) hinzugegeben und somit 24 h parallel zur Behandlung inkubiert. Nach

24 h wurde das Medium verworfen und der Versuch gestoppt. Dann erfolgte fir 30 min bei
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RT die Zugabe der Denaturierungs- und Fixierldsung. Die so fixierten Zellen konnten fir eine
Woche bei 4 °C gelagert oder direkt gefarbt werden. Dazu wurde der Anti-BrdU Antikorper
1:100 in dem Antikorperpuffer verdinnt und die Zellen mit 100 pl/Well fir 1 h bei RT
inkubiert. Der nicht gebundene Antikérper und die AntikOrper-Losung wurde verworfen, die
Platten auf einem Papierhandtuch vorsichtig trocken geklopft und dreimal mit dem
Waschpuffer gewaschen. Darauf folgte eine 30-minttige Inkubation mit je 100 pl/Well des
sekundaren Antikorpers (Goat Anti-Mouse 1gG (HRP konjugiert), 1:1.000 verdinnt in
Conjugate Diluent). Drei weitere Waschschritte mit Waschpuffer und ein weiterer mit Aqua
dest. folgten. Die Platten wurden erneut getrocknet und fur 15 min mit je 100 pl/Well
Substrat-Losung (3,3',5,5-Tetramethylbenzidin (TMB)) inkubiert. Nach 15 min wurde der
Substratumsatz mit 100 pl der Stopp-Losung beendet. Dabei erfolgt ein Farbumschlag ins
Gelbe. Fotometrisch konnte der Farbumschlag mit dem Plattenlesegerat (Tecan Spark 10M)
und der Software Magellan bei einer Wellenlange von 450 nm bestimmt werden
(Referenzmessung bei 650 nm). Die Datenausgabe erfolgte in OD. Nach Verrechnung der
Nullwerte (Zellen ohne BrdU, Medium ohne Zellen + BrdU) wurden die Mittelwerte der
Triplikate (technischen Replikate) fir die weitere Berechnung verwendet. Dabei wurden die
unbehandelten Kontrollen auf 100 % gesetzt und die Ubrigen Probenwerte darauf

normalisiert.
2.11.3 Bestimmung des klonogenen Potenzials — klonogenes Wachstum

Mit dem klonogenen Wachstumstest kdnnen sowohl Aussagen uber die Proliferation von
Zellen als auch das Potenzial von Einzelzellen, in neuen Organen zu Metastasen
heranzuwachsen, getroffen werden. Die vereinzelten Zellen wurden dazu zehn Tage in einer
Zellkultur-Multititerplatte (6-Well) mit einem Gesamtvolumen von 5 ml Nahrmedium (mit oder
ohne Behandlung) inkubiert (siehe Tabelle 18) (37 °C, 5% CO, und 95 % Luftfeuchtigkeit).
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrollen.

Tabelle 18: Zellzahlen und Konzentrationen von ART und SHI fur die Behandlung des klonogenes
Wachstums

Zelllinie Zellzahl | ART SHI

Caki-1 500 10, 20, 30, 40,50uM | 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5 uM
786-0 500 10, 20, 30,40,50uM | 0,1,0,2,0,3,0,4,0,5uM
KTCTL-26 500 10, 20, 30,40,50uM |0,1,0,2,0,3,0,4,0,5uM
A-498 500 10, 20, 30, 40,50uM | 0,1,0,2,0,3,0,4, 0,5 uM

Durch Entfernung des Mediums erfolgte der Versuchsstopp. Durch zweimaliges Waschen
mit PBS* (+ Mg? und Ca?") wurden die toten Zellen und Zellreste entfernt. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 2 ml Methanol-Essigsaure-Lésung (85 % MeOH + 15 % AcOH) fur

5 min fixiert. Die Kolonien konnten so direkt - oder nach vorheriger Farbung - am Mikroskop
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gezahlt werden. Fur die Farbung wurden die Zellen mit 2 ml einer Coomassie-Farbelésung
fir 30 min bei RT inkubiert.

Coomassie-Farbelésung:  0,5¢g Coomassie-Brillant-Blau G-250
75 ml 100 % Essigsaure
200 ml Methanol
725 ml Aqua dest.

AnschlieBend wurde bis zur vollstandigen Hintergrundentfarbung mit Aqua dest. gespiilt.
Coomassie wird im Nah-Infrarotbereich angeregt. Die Messung erfolgte daher mit dem
Sapphire Biomolecular Imager und der Software AzureCapture im Kanal 784/832BP32, einer
Laser Intensitat von 10 und einer Pixelgrof3e von 50 ym. Zur Auswertung wurden die Bilder
in das Programm ImageJ geladen. Das Areal und die Anzahl der Kolonien wurde durch die
Funktion ,Analyse Particles® bestimmt. Die Mindestgro3e der zu berlcksichtigenden Flache
wurde auf 50,8 um? (entspricht 50 Zellen) eingestellt, damit nur Kolonien ab einer GroRe von
50 Zellen in die Berechnung eingeschlossen wurden. Da die BildgrofRe in Pixeln nicht
variierte, bzw. mit dem gleichen Raster gescannt wurde, konnten die definierten Werte auf
jede Messreihe Ubertragen werden. So wurden die Kolonienanzahl, die mittlere GroRRe der
Kolonien und die bewachsene Flache berechnet. Die unbehandelten Kontrollen wurden auf

100 % gesetzt und alle anderen Probenwerte darauf normalisiert.
2.11.4 Resistenznachweis (Sunitinib)

Der Sunitinib-Resistenznachweis der Zelllinien Caki-1, 786-O, KTCTL-26 und A-498 erfolgte
mit dem MTT-Test (2.11.1). Dazu wurden jeweils 5.000 parentale oder potenziell Sunitinib-
resistente Zellen fir 72 h mit aufsteigenden Konzentrationen von Sunitinib [0,1 — 100 pM]
behandelt. Es wurde dann, wie unter 2.11.1 beschrieben, der ICso-Wert fir die parentalen
und Sunitinib-resistenten NZK-Zellen berechnet. Eine Verschiebung des ICso-Wertes um

mindestens das Doppelte wurde als Resistenz gewertet.
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2.12  Zellzyklusanalysen mittels Durchflusszytometrie

Eukaryotische Zellen durchlaufen in der Zellteilung mehrere strikt gegliederte Phasen, die
GO0/G1-, die S- und die G2/M-Phase. In den verschiedenen Abschnitten unterscheidet sich
der DNA-Gehalt. Die Verdnderungen des DNA-Gehaltes kdnnen daher als Indikator fur die
verschiedenen Zellzyklusphasen genutzt werden. In der GO/G1-Phase weist die Zelle dabei
einen einfachen Chromosomensatz auf. In der Synthesephase oder S-Phase wird die DNA
repliziert. In der G2/M-Phase ist ein doppelter Satz Schwesterchromatide vorhanden und die
Zelle bereit zur Teilung. Propidium-lodid (Pl) als DNA-bindender, fluorochromer Farbstoff
kann zur Quantifizierung verwendet werden. Die Signalintensitat steigt entsprechend
proportional zum DNA-Gehalt, so weist die G2/M-Phase eine doppelte Signalstarke im
Vergleich zur GO/G1-Phase auf (194). Fir den Versuch wurden Zellen in T75-Kulturflaschen
ausgesat und behandelt. Dabei wurden Sunitinib-resistente Zelllinien weiterhin mit 1 uM
Sunitinib fortbehandelt und jeweils parentale bzw. Sunitinib-resistente Zellen mit 1,5 uM SHI
oder 20 uM ART inkubiert (37 °C, 5 % CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit). Unbehandelte Zellen
dienten als Kontrolle. Nach 48 h wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit PBS
gewaschen und enzymatisch mit Trypsin abgeldst. Zur Zentrifugation bei 500 rcf und 4 °C
wurde das Zellmaterial mit 5ml FACS (Fluorescence Activated Cell Sorting)-Puffer
(5 g/l BSA in PBS) in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen uberfihrt, anschlieRend der Uberstand
abgenommen und das Zellpellet mit 300 pl PBS in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? Gberfihrt. Ab
diesem Zeitpunkt wurde auf Eis (4 °C) weitergearbeitet. Unter Schitteln (ThermoCell
MixingBlock) erfolgte die Zellkernextraktion und Fixierung durch das tropfenweise Zugeben
von 700 pl EtOH (100 %) (-20 °C) mit darauffolgender dreil3igminutiger Inkubation (4 °C).
AnschlieBend konnte der Versuch fortgesetzt oder die fixierten Zellen zur weiteren
Verwendung bei 4 °C gelagert werden. Da Pl auch an RNA bindet, war diese vorher zu
entfernen, um Stérsignale zu verhindert. Da das Entfernen vom EtOH daflir essenziell ist,
erfolgte eine weitere Zentrifugation bei 1.000 rcf fir 5 min (Mikrozentrifuge). Der Uberstand
wurde restlos verworfen und 100 pl RNase A (100 ug/ml in PBS) hinzugeben, resuspendiert
und fir 1 h bei 37 °C verdaut. Danach konnten die extrahierten Zellkerne mit 200 pl PI
(50 pg/ml in PBS") gefarbt werden. Die Lésung wurde anschliel3end in ein FACS-R6hrchen
Uberfuhrt und ggf. mit FACS-Puffer verdiinnt. Die Messung von jeweils 10.000 Zellen erfolgte
im Durchflusszytometer mit der Software FACSDiva (BD Fortessa X-20) oder CellQuest (BD
FACSCalibur). Als Farbkanale wurden bei dem BD Fortessa X-20 Phycoerythrin (PE) (gelb
585/15 nm) und beim BD FACSCalibur FL2 (gelb 585/42 nm) gewahlt. Die Auswertung
erfolgte mit dem Programm ModFit LT 5.0. Die Phasen der unbehandelten Kontrollen

wurden dabei jeweils auf 100 % gesetzt und die anderen Probenwerte darauf normalisiert.
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2.13  Quantifizierung von apoptotischen und nekrotischen Zellen mit der
Durchflusszytometrie

Die Detektion apoptotischer und nekrotischer Ereignisse erfolgte mit dem
Durchflusszytometer und dem FITC Annexin V Apoptosis Detection Kit | von BD
Pharmingen. Das Kit basiert auf zwei Reaktionen: 1.) auf der Interkalierung des Farbstoffes
Pl in die DNA von Zellen mit defekter Membran und 2.) der Bindung von Annexin V an das
Phosphatidylserin (Apoptosemarker) an der AuBenseite der Membran apoptotischer Zellen
(195). Die Messung von PI als Fluorochrom erfolgt direkt. Die Annexin V-Bindung ist an den
Fluoreszenzfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelt (196). Frihapoptotische
Zellen sind dabei nur Annexin V positiv, spatapoptotische Annexin V + Pl positiv und
nekrotische allein PI positiv. Vitale Zellen sind hingegeben doppelt negativ (197). Fir den
Versuch wurden die Zellen in T75-Kulturflaschen ausgesat und behandelt. Dabei wurden
Sunitinib-resistente Zelllinien weiterhin mit 1 uM Sunitinib behandelt und jeweils parentale
und Sunitinib-resistente Zellen mit 20 uM ART oder 1,5 uM SHI inkubiert (37 °C, 5 % CO»
und 95 % Luftfeuchtigkeit). Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Nach 48 h wurde das
Medium abgenommen, die Zellen mit PBS™ gewaschen, enzymatisch mit Trypsin abgeldst,
das Trypsin mit Vollmedium abgestoppt, in 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und gezahit.
Ab diesem Punkt wurde auf Eis weitergearbeitet. Um 1 x 10° Zellen zu erhalten, wurde das
entsprechende Volumen der Zellsuspension in ein neues 50 ml Zentrifugenréhrchen
uberfuhrt und fur 5 min mit 500 rcf zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die
Zellen in 1 ml Bindepuffer aufgenommen. 100 pl, also 100.000 Zellen, wurden anschlie3end
in Rundboden-Rdhrchen nach dem in Tabelle 19 dargestellten Behandlungsschema

aufgeteilt und die Zellen mit 5 ul der jeweiligen Farbung fiir 15 min im Dunkeln inkubiert (RT).

Tabelle 19: Farbung Apoptose / Durchflusszytometrie

Probe 1 PI FITC Annexin V
Ungefarbte Kontrolle

Kontrolle PI-Férbung X

Kontrolle FITC Annexin V-Farbung X
Messprobe X X

Danach erfolgte die Zugabe von weiteren 400 pl Bindepuffer. Die Zellen standen dann fur die
Messung im Durchflusszytometer zur Verfiugung. Die Proben waren fir max. 1 h stabil. Die
Messung von jeweils 10.000 Zellen erfolgte im Durchflusszytometer mit der Software
FACSDiva (BD Fortessa X-20) oder CellQuest (BD FACSCalibur). Folgende Parameter
wurden dabei fir das BD FACSCalibur gewahlt: FITC Annexin V - Fluoreszenz-Kanal 1 (FL1)
(530/30 nm) und PI - FL2 (585/42 nm). Die Kompensation im FL2 betrug 85 %. Die Messung
am BD Fortessa X-20 erfolgte fur FITC Annexin V im FITC-Kanal
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(blau 530/30 nm - 505 Long Pass Filter LP) und fir Pl im PE-Kanal (Phycoerythrin) (gelb
585/15 nm). Die Auswertung erfolgte mit dem Programm FlowJo. Der prozentuale Anteil PI-
und Annexin V-positiver Zellen wurden dabei in Relation zur unbehandelten Kontrolle
(100 %) gesetzt.

2.14 Nachweis nekroptotischer Ereignisse nach SHI-Behandlung

Die Nekroptose ist eine regulierte Zelltodform, die Elemente der Apoptose und Nekrose
enthalt. Der Nachweis nekroptotischer Ereignisse nach einer SHI-Behandlung erfolgte
indirekt Uber die Zellviabilitat (MTT-Test; 2.11.1) nach additiver Zugabe des Nekroptose-

Inhibitors Necrostatin-1.

5.000 Zellen wurden je Well in einer 96-Well Mikrotiterplatte ausgesat und mit
entsprechenden SHI-Konzentration (0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5 pM) im Triplett, behandelt. Eine
kinetische Darstellung erfolgte tGber die drei Zeitpunkte 24, 48 und 72 h. Parallel dazu wurde
ein weiterer Ansatz mit 80 UM Necrostatin-1 zur jeweiligen SHI-Konzentration angesetzt
(Tabelle 20). Um den Resistenzdruck in den Sunitinib-resistenten Zellen zu erhalten, wurde
hier zusatzlich Sunitinib [1 uM] verabreicht. Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Diese

wurden auf 100 % gesetzt und die Ubrigen Probenwerte darauf normalisiert.

Tabelle 20: Behandlungen fir den Nekroptose-Nachweis

Behandlung Ansatz 1 Ansatz 2

0,5 pM SHI + 80 uM Necrostatin-1 + Volimedium
1,0 uM SHI + 80 uM Necrostatin-1 + Vollmedium
1,5 uM SHI + 80 puM Necrostatin-1 + Vollmedium
2,0 uM SHI + 80 uM Necrostatin-1 + Volimedium
2,5 uM SHI + 80 uM Necrostatin-1 + Volimedium
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2.15 Bestimmung ferroptotischer Ereignisse nach ART-Behandlung

Eine weitere Form des regulierten Zelltods stellt die Ferroptose dar. Im Unterschied zur
Apoptose ist bei diesem Zelltod die Anwesenheit von Eisen essenziell und namensgebend.
Charakteristisch fir die Ferroptose ist eine Lipidperoxidation der Zellmembran, welche von
Stoffen, die mit Eisen reagieren und dadurch ROS induzieren, ausgelost werden kann.

Nach Eling et al. (153) sollte in den Versuchsansétzen:

1. durch einen spezifischen Ferroptose-Inhibitor, das Ferrostatin-1, die Lipidperoxidation und
somit der Zelltod verhindert (Tabelle 21 Set 1),

2. der Effekt durch das eisenbindende Protein holo-Transferrin stimuliert (Tabelle 21 Set 2)

und
3. ROS durch das Antioxidans Trolox entzogen werden (Tabelle 21 Set 3).

Die Auswirkung der Ferroptose auf die Proliferation wurde mit dem BrdU-Test ermittelt,
siehe 2.11.2. Jede Behandlung erfolgte im Dreifachansatz mit je 5.000 Zellen pro Well in
einer 96-Well Mikrotiterplatte. Die Behandlung erfolgte entsprechend Tabelle 21.
Unbehandelte Zellen dienten als Kontrolle. Sunitinib-resistente Zellen wurden dabei
fortlaufend mit 1 pM Sunitinib weiterbehandelt.

Tabelle 21: Behandlungen zur Bestimmung der Ferroptose mittels BrdU

Behandlung Ansatz 1 Ansatz 2
SET1

20 uM ART + 20 uM Ferrostatin-1 + Volimedium
50 uM ART + 20 yM Ferrostatin-1 + Vollmedium
100 uM ART + 20 uM Ferrostatin-1 + Volimedium
SET 2

20 uM ART + 20 pg/ml holo-Transferrin + Vollmedium
50 uM ART + 20 pg/ml holo-Transferrin + Vollmedium
100 uM ART + 20 pg/ml holo-Transferrin + Vollmedium
SET 3

20 uM ART + 0,5 mM Trolox + Vollmedium
50 uM ART + 0,5 mM Trolox + Vollmedium
100 uM ART + 0,5 mM Trolox + Volimedium
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2.15.1 Quantifizierung reaktiven Sauerstoffs mit dem GSH-Test

GSH zahlt zu den starksten Antioxidantien in eukaryotischen Zellen. In Gegenwart von ROS
liegt GSH in seiner oxidierten Form (GSSG) vor. Eine Reduktion von GSH ist daher ein
Indikator fir die Anwesenheit von ROS. Das verwendete Kit von Promega GSH-Glo basiert
auf der Umwandlung eines Luciferin-Derivats in Luciferin in Gegenwart von GSH, katalysiert
durch die Glutathion-S-Transferase (GST). Die mit der Luciferase gekoppelte Reaktion
resultiert in einem Lumineszenzsignal, dieses ist proportional zum GSH-Gehalt der Probe.

Fur die Versuche wurden je Well 5.000 Zellen in 50 ul Medium in einer fir
Chemilumineszenz-Messungen  geeigneten  weiBen  96-Well  Mikrotiterplatte  im
Dreifachansatz ausgesat und mit 50 uM ART behandelt. Nach 24 h Inkubation (37 °C,
5% CO; und 95 % Luftfeuchtigkeit) wurde das Medium verworfen und 100 pl GSH-Glo-
Reagenz (1 ul 100 x Luciferin-NT + 1 pl 100 x Glutathione S-Transferase + 98 pul GSH-Glo-
Reaktionspuffer) hinzugefligt und fur weitere 30 min bei RT inkubiert. AnschlieBend erfolgte
die Zugabe von 100 pl Luciferin-Nachweisreagenz fiir 15 min. Danach konnte die
Lumineszenz mit dem Plattenlesegerat (Tecan Spark 10M) ermittelt werden (Messung von
oben). Das Signal konnte anhand einer linearen Standardgeraden verrechnet und die GSH-
Konzentration mit der Software Magellan bestimmt werden. Die Normalisierung der Daten

erfolgte jeweils zur unbehandelten Kontrolle, die auf 100 % gesetzt wurde.
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2.16  Quantifizierung der Proteinexpression mittels Western-Blot-Analyse

Die Western-Blot-Methode setzt sich aus verschiedenen Arbeitsabschnitten zusammen.
Dazu wurden die Zellen Uber ein bis zwei Tage mit ART [20, 50 uM] oder
SHI [0,5, 1,0, 1,5 uM] behandelt. Danach erfolgte die Proteinextraktion.

2.16.1 Proteinextraktion aus Zellkulturen und Bestimmung des Proteingehalts

Zur Quantifizierung einzelner Proteine erfolgte zunachst eine Extraktion der Proteine (hier
Gesamtproteom). Um ein von enzymatischen Prozessen mdglichst unbeeinflusstes Bild zu
erhalten, erfolgten die Arbeiten auf Eis. Die Zellen wurden subkonfluent aus T75-Flaschen
geerntet. Das Medium wurde dazu verworfen und 1 ml kaltes PBS  auf den Zellrasen
gegeben. Mit einem Zellschaber konnten die Zellen geldst, mit einer 1.000 pl Pipette
(Finnpipette F2) aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgefal dberfihrt werden.
AnschlieRend erfolgte die Zentrifugation in der Mikrozentrifuge (Hereaus Fresco 21) bei
500 rcf und 4 °C fur 5 min. Der Uberstand wurde verworfen und das Zellpellet je nach GréRe
mit 100 — 200 pl Extraktionspuffer fir 30 min unter Schwenken im ThermoCell MixingBlock
bei 4 °C bei einer Vibrations-Geschwindigkeit von 1.500 inkubiert.

Extraktionspuffer: 950 pl RIPA-Puffer (1 x)
10 ul DTT (0,5 mM)
10 pl Protease Inhibitor Cocktail
10 pl Phosphatase Inhibitor Cocktail 2
10 pl PMSF (100 mM)
10 pl Triton X-100
RIPA-Puffer: 50 mM Tris-HCL pH 7,4
(25 ml von 1 M Stammldsung)
5ml NP-40
25¢ Na-deoxycholate
05¢g SDS
150 mM NacCl
(15 ml von 5 M Stammldsung)
2 mM EDTA

(2 ml von 0,5 M Stamml6sung)

auf 500 ml Aqua dest. auffillen
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Das Entfernen der Ubrigen Zellbestandteile erfolgte durch Zentrifugation fir 10 min bei
21.000 rcf und 4 °C. Die gelosten Proteine befanden sich danach im Uberstand, der in ein
neues 1,5ml Reaktionsgefa uberfihrt wurde und bei -80°C gelagert oder direkt

weiterverwendet werden konnte.

Fur die Proteinbestimmung nach Bradford (198) wurden 45 ul PBS in einem 0,5 ml
Reaktionsgefal? vorgelegt und 5 ul des Proteinlysats hinzugegeben (1:10 verdiinnt). Die
Quantifizierung erfolgte mit einer Standardreihe (BSA in PBS: 100, 200, 400, 800,
1.000 ng/pl). Die Proben und Standards wurden im Dreifachansatz mit je 10 pl in eine
96-Well Mikrotiterplatte pipettiert und jeweils 300 pl der 1 x Bradfordreagenz hinzugegeben.

5 x Bradfordreagenz: 300 mg Coomassie-Brillant-Blau G-250
150 ml Methanol
150 mi Aqua dest.
300 ml 85 % Phosphorsaure

Coomassie in  150ml Methanol I6sen, Phosphorsaure
hinzugeben und mixen. Mit Aqua dest. auffullen, anschliel3end

filtrieren und bei 4 °C im Dunkeln lagern.

Coomassie-Brillant-Blau G-250 (Absorptionsmaximum der ungebundenen roten Form bei
470 nm) komplexiert mit Aminoséauren im Proteinlysat, wodurch eine Verschiebung des
Absorptionsmaximums auf 595 nm (blau) erfolgt. Die Intensitat korreliert mit der Menge an
vorhandenen Aminosauren. Die OD bei 595 nm wurde mit dem Plattenlesegerat (Tecan
Spark 10M) und der Software Magellan ermittelt. Die Konzentration wurde anschlieBend

anhand der Standardkurve durch lineare Regression f(x) berechnet.
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2.16.2 Probenvorbereitung fur die SDS-Gelelektrophorese

Ein komplexes Proteinlysat ist zur Detektion von Proteinmengen einzelner Proteine
ungeeignet. Die Auftrennung Uber ein SDS-Gel nach Laemmli (199), in dem die Eigenladung
negativ Uberdeckt wird und lediglich die ProteingréRe Beachtung findet, wurde daher
verwendet. Der Anteil an Polyacrylamid bestimmt dabei die Porengrof3e und das
Auftrennungsmuster. Kleine Proteine erfordern eine hohere Konzentration, grof3ere hingegen
eine geringere, um im Gel gut aufgetrennt zu werden. Die SDS-Uberlagerten Proteine mit
negativer Ladung wandern im angelegten Gleichstrom Richtung Plus-Pol (Anode). Fir die
Versuchsdurchfuhrung wurde die zuvor bestimmte Konzentration des Proteinlysats auf 50 ug
Protein pro 20 ul eingestellt. Miteinbezogen in das Volumen wurde der 6 x konzentrierte

Probenpuffer, der anschlieBend 1-fach vorlag (3,33 pl auf 20 ul Gesamtvolumen).

6 x Probenpuffer 350 mM Tris-HCI pH 6,8
(10 ml von 3,5 M Stammlésung)
34,4 ml Glycerol
109 SDS
10 ml Mercaptoethanol
60 mg Bromphenolblau

auf 100 ml mit Aqua dest. auffillen

Volumendifferenzen wurden mit Aqua dest. ausgeglichen. Die mit Probenpuffer versetzten
Proben wurden dann fir 5 min bei 95 °C denaturiert. Die Denaturierung der Proteine

verhindert konformationsbasierte Einfliisse im Auftrennungslauf.
2.16.3 SDS-Gelelektrophorese

Fur die Gelelektrophorese wurden 1,5 mm Mini SDS-Laufgele hergestellt (Bio-Rad). Eine
Glasplatte mit 1,5 mm Abstandshalter (Spacer Plate) wurde mit einer Deck-Glasplatte (Short
Plate) in einen GelgieBrahmen eingespannt und auf dem Gelgiel3stand arretiert. Das
Trenngel wurde entsprechend der zu detektierenden ProteingréfRe gewahlt (Tabelle 22).
7,5 ml des hergestellten Trenngels wurde zwischen den Glasplatten eingeftllt und mit 0,5 ml
100 % Isopropanol bedeckt. Nach der Polymerisation wurde das Isopropanol verworfen und
das Trenngel mit Aqua dest. gespult. AbschlieRend wurden die Glasplatten mit 2,5 ml
Sammelgel aufgefillt und mit einem 15er Taschenkamm zur Formung der Ladetaschen
versehen. Nach der Polymerisation standen diese zur Gelelektrophorese bereit oder konnten
eingewickelt in angefeuchteten Tichern in einem Plastikbeutel 2 Tage bei 4 °C aufbewahrt

werden.
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Tabelle 22: Rezepturen SDS-Gele

1 Gel Sammelgel 4 % | Trenngel 7 % | Trenngel 10 % | Trenngel 12 %
Aqua dest. 5,4 ml 3,9 ml 2,6 ml 1,75 mi
10 % SDS 100 pl 100 pl 100 ul 100 pl
Sammelgelpuffer | 2,5 ml - - -
Trenngelpuffer - 2,5 ml 2,5ml 2,5 ml
Acrylamid A 1,3 ml 2,3 ml 3,2ml 3,9 ml
Bisacryl B 0,6 ml 1,1 ml 1,6 ml 1,8 ml
10 % APS 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl
TEMED 20 ul 10 pl 10 pl 10 pl
Sammelgelpuffer 68,19 Tris
400 ml Aqua dest.

pH-Wert auf 6,8 mit HCI einstellen
mit Aqua dest. auf 500 ml auffullen

Trenngelpuffer 68,19 Tris
400 ml Aqua dest.
pH-Wert auf 8,8 mit HCI einstellen

mit Aqua dest. auf 500 ml aufftllen

Als GroRenstandard wurde eine Ladetasche mit 5 ul des GrélRenstandards (Precision Plus
Protein™ Kaleidoscope™) beladen und mit 15 pl 1 x Probenpuffer aufgefillt. Alle weiteren
Taschen wurden mit je 50 ug Probe beladen und die Elektrophoresekammer mit 1 x SDS-

Laufpuffer aufgefullt.

SDS-Laufpuffer (1 x) 100 ml Rotiphorese® 10 x SDS-PAGE
900 ml Aqua dest.

Zunachst wurde eine Spannung von 80V angelegt, bis die Lauffront die Grenze zum
Trenngel passierte. Anschlielend wurde die Spannung auf 120 — 150 V erhéht (PowerPac™
Basic Power Supply). Die Gelelektrophorese wurde gestoppt, nachdem die Lauffront am

unteren Ende des Gels angelangt war.
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2.16.4 Proteintransfer auf eine Tragermembran - Blotvorgang

Die quantitative Analyse einzelner Proteine erfolgte antikorperbasiert mit dem 1979
entwickelten Western-Blot-Verfahren (200, 201). Dazu mussten die nach GroRRe
aufgetrennten Proteine auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran, mit einer Porengrofie
von 0,2 um, Ubertragen (geblottet) werden. Hierzu wurden die Gele aus der Halterung
entnommen, die Glasplatten und das Sammelgel entfernt und das SDS-Gel im 1 x Transfer-
Puffer gewaschen. Bevor die PVDF-Membran fiir den Blotvorgang genutzt werden konnte,
wurde diese fur 5 min in Methanol aktiviert. Aullerdem mussten insgesamt je Gel acht
Filterpapiere zurechtgeschnitten werden. Diese wurden zusammen mit je zwei Schwammen

mit 1 x Transfer-Puffer durchfeuchtet.

10 x Transfer-Puffer 30,39 Tris
144,19 Glycin

mit Aqua dest. auf 1 | auffullen

1 x Transfer-Puffer 100 ml 10 x Transfer-Puffer
200 ml Methanol
700 ml Aqua dest.

Die Ubertragung der Proteine folgte dem Aufbau aus Abbildung 9. Eine Kassette wurde mit
der schwarzen Farbung nach unten positioniert. Auf den schwarzen Bereich der Blot-
Vorrichtung/Kassette wurden anschlieRend ein Schwamm und vier Filterpapiere sowie das
Gel gelegt. Darauf wurde die PVDF-Membran positioniert. Mit einem Roller wurden dabei die

Luftblasen zwischen Gel und Membran entfernt.
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Mini Trans-Blot® Cell

Kassette

Schwamm

4 x Filterpapier
SDS-Gel
PVDF-Membran
4 x Filterpapier
Schwamm

Blot-"Sandwich" 1

Kassette

Schwamm

4 x Filterpapier
5DS-Gel
PVDF-Membran
4 x Filterpapier
Schwamm

Blot-"Sandwich" 2

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Western-Blot-,,Sandwich“-Aufbaus.

AbschlieRend wurde die Membran mit vier Filterpapieren bedeckt und erneut potenzielle
Luftblasen entfernt. Mit einem weiteren Schwamm konnte die Kassette geschlossen und in
die dafur vorgesehene Halterung in der Mini Trans-Blot® Cell eingeschoben werden. Dabei
war die Polung der Kassette zu beachten, schwarz zu schwarz fir die Kathode, transparent
fur die Anode. Zur Kihlung wurde ein Kihl-Akku hinzugegeben und die Kammer bis zur
Markierung mit 1 x Transfer-Puffer aufgefillt. Der Blotvorgang erfolgte fir 1 h bei 100 V mit
variabler Stromstarke am geregelten Gleichstromnetzteil (PowerPac™ HC Power Supply).
Nach dem Blotvorgang wurden die Kassetten gedffnet, die PVDF-Membran in eine
Inkubationsschale (Emsa Clip & Close Frischhaltedosen 0,55 I) dGberfuhrt und in dieser fir
10 min in 10 ml TBS-T gewaschen.

TBS (10 x) 4,24 g Tris
269 Tris HCI
292,79 NaCl
950 ml Aqua dest. l6sen

pH-Wert auf 7,4 mit HCI einstellen

mit Aqua dest. auf 1 | auffullen

TBS (1 x) 100 ml TBS (10 x)
900 ml Aqua dest.
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TBS-T 999 ml TBS (1 x)
1ml Tween20

Der Puffer wurde verworfen und 10 ml Blockierlosung (5 g Milchpulver in 50 ml 1 x TBS)
hinzugegeben. Die Blockade erfolgte fir 1 h unter langsamem Schwenken bei RT. Im
nachsten Schritt erfolgte die Inkubation mit dem primaren Antikdrper Gber Nacht bei 4 °C.
Dazu wurde die Blockierlosung verworfen und 10 ml Antikdrperpuffer (2,5 g BSA in 50 ml
TBS-T) mit dem Antikorper versetzt. Die Antikdrperverdinnung wurde dabei nach der unter
2.7 aufgefuihrten Liste (Tabelle 8, Tabelle 9, Tabelle 10) durchgefihrt. Am Folgetag wurde
der Antikorperlosung entweder verworfen oder zur erneuten Verwendung eingefroren. Die
Membran wurde daraufhin 3 x fur 10 min mit TBS-T gewaschen. Es folgte die Inkubation mit
dem Horseradish peroxidase (HRP) gekoppelten sekundaren Antikorper gegen die Spezies
des ersten primaren Antikérpers fir 1 h bei RT (siehe 2.7.4, Tabelle 11). Drei weitere
Waschschritte fir 10 min mit TBS-T folgten. Die Membran wurde mit 2ml ECL
(Chemilumineszenz)-Lésung (Radiance Plus ECL Ldsung) fiir 2 min inkubiert. AnschlieRend
wurde die Chemilumineszenz mit dem Sapphire Biomolecular Imager detektiert und eine
Lichtbildaufnahme getatigt. Die Normalisierung des Probenauftrags erfolgte entweder gegen
ein Haushalts-Protein (B-Aktin, GAPDH) (siehe 2.7.3, Tabelle 10) oder gegen das
Gesamtprotein. FUr letzteres wurde die Membran in ein 50 ml Zentrifugenréhrchen tberfuhrt

und mit 2 ml Coomassie-Farbeldsung fir 30 min gefarbt.

Coomassie-Farbelésung 500 ml Methanol
100 mi 100 