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1 Einleitung

1.1 Das Pankreaskarzinom

Der Pankreas ist ein Drisenorgan und liegt im Cherb zwischen Magen, Milz, Leber
und den grof3en Blutgefallen im Bauchraum (Aorta wmigere Hohlvene). Er ist tUber
Ausfihrgange mit dem Zwolffingerdarm verbunden,den er Verdauungsséafte abgibt,
welche im exokrinen Gewebe des Pankreas produzesden. Weiterhin produzieren die
Langerhans’'schen Inseln, welche der Pankreas Wb&hhaHormone, die den
Blutzuckerspiegel regulieren. Diese werden als kndes Drisengewebe bezeichnet. Der
Pankreas besteht aus einem Pankreaskopf, Pankmeaskdnit Pankreasgang
(pancreatic duct) und dem Pankreasschwanz. Fun j@@ser Bereiche ist die Entstehung
von Tumoren beschreiben. 95 % der Pankreastumaseramgen dem exokrinen Gewebe
und nur 5% dem endokrinen. Die haufigste Form Easkreaskrebs ist ein duktales
Adenokarzinom des Pankreas. In Europa sterben ighhlO 000 Menschen an
Pankreaskrebs, in USA sind es @ (Parkin et al. 2001). Die Zahl der Erkrankungen
nimmt mit steigendem Alter zu. Somit kann das Alikr ein Hauptrisikofaktor angesehen
werden. Weiterhin gilt Zigarettenrauch als ein Hasjkofaktor, aber auch verschiedene
Erbkrankheiten, wie zum Beispiel chronische Baueldgeldriisenentziindung, Ataxia-
Telangiectasia, ein erblich bedingtes erhohtes tBrelssrisiko und das Peutz-Jeghers
Syndrom werden mit einem erhdhten PankreaskrebkeRiis Verbindung gebracht. Die
durchschnittliche Uberlebensrate nach Diagnose seinemetastasierenden
Pankreaskarzinoms liegt bei 4 — 6 Monaten (Ma.e2@05; Schmidt et al. 2007) mit einer
Funf-Jahres-Uberlebensrate von 1 — 3 % (Bramhaill. 6t995; Ma et al. 2005).

1.1.1 Entstehung des Pankreaskarzinoms

Wie viele andere maligne Erkrankungen entsteht Haskreaskarzinom durch eine
Anhaufung von Mutationen in Oncogenen, Tumorsugmegenen und iktenen, welche
fur die genomische Stabilitat verantwortlich sifg. wird vermutet, dass die Mutationen in
den verschiedenen Genen zu bestimmten Zeitpunktender Entwicklung des
Pankreaskarzinoms entstehen. Eine der ersten gemati Veranderungen ist die Mutation
des K-ras Onkogens. Da mehr als 85 % aller Parikaieeiaome eine Mutation im K-ras
Onkogen aufweisen und diese Mutation schon zu eisehr frihen Zeitpunkt der

Entwicklung eines Pankreaskarzinoms entsteht, gjét als ein friher diagnostischer
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Marker (Uehara et al. 1999; Wenger et al. 19993 mdchste genetische Veranderungen
treten Mutationen in dem Tumorsuppressorgen pl6 &ikses ist in 95 % aller
Pankreaskarzinome inaktiviert (Caldas et al. 1%ehutte et al. 1997). Zu einem sehr
spaten Zeitpunkt in der Entwicklung eines Pankraeskoms treten inaktivierende
Mutation in den Tumorsuppressorgenen p53 und MADH4 einer Haufigkeit von
76 bzw. 55 % auf (Li et al. 2004).

1.1.2 Stadieneinteilung und Therapie des Pankreaska rzinoms

Patienten, bei denen ein Pankreaskarzinom diagms$ti wurde, lassen sich in
verschiedene Stadien einteilen, nach denen sichtaieapie richtet. Die Einteilung erfolgt
nach den TNM-Klassifizierungen, die fur viele Tumogultig sind. Hierbei gibt T
Auskunft Gber die Ausdehnung des Primartumors. Ncleibt, ob bereits regionale
Lymphknotenmetastasen vorhanden sind und M machigaBen dartber, ob
Fernmetastasen vorliegen. Die StadieneinteilungPdeskreaskarzinoms ist in Tabelle 1-1

zusammengefasst.

Tabelle 1-1: Stadieneinteilung des Pankreaskarzinosn
(Exocrine pancreas. In: American Joint Committe€€ancer.: AJCC Cancer Staging Manual. 6th ed. New
York, NY: Springer, 2002, pp 157-164.)

Stadium | Ausdehnung des Regionale Fernmetastasen
Primartumors Lymphknotenmetastasen
M (N) M)
0 Carcinoma in situ Nein Keine
A Tumor auf Pankreas Nein Keine
beschranktg 2 cm
Durchmesser
IB Tumor auf Pankreas Nein Keine
beschrankt; > 2 cm
Durchmesser
A Tumorausdehnung tber Nein Keine

Pankreas hinaus in den
Zwolffingerdarm, den
Gallengang oder
Bindegewebe des Pankreas

IIB Jede bisher genannte Ja Keine
Ausdehnung
1] Tumorausdehnung tber Ja/ Nein Keine

Pankreas hinaus in Magen,
Milz, Kolon oder benachbarte
grof3e Gefal3e

\Y% Jede Ausdehnung Ja/ Nein vorhanden
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Die einzig kurative Therapie eines Pankreaskarzsx@nheine Operation. Jedoch kommt
eine Operation nur fur 10— 15 % der Patienten iag€é (Sener et al. 1999), da die
Diagnose eines Pankreaskarzinoms meist erst sahedplgt. Schuld daran ist das Fehlen
bestimmter Symptome. Damit ein Tumor des Pankrpasabel ist, dirfen zum Zeitpunk
der Diagnose noch keine Metastasen vorhanden/Aefderdem darf der Tumor noch nicht
in die umliegenden Gefal3e eingewandert sein (Statliund 1), da sonst eine vollstandige
Entfernung nicht gewahrleistet ware. Zahlt ein édtizu den 10 — 15 %, fur die eine
Operation in Frage kommt, wird der Tumor durch éperation vollstéandig entfernt, und
wenn notig auch Teile der umliegenden Organe wkg. Magen, Darm, Leber oder Milz.
Eine Operation erhoht das durchschnittliche Uberetter Patienten von 4 — 6 Monate auf
10 — 18 Monate (Allema et al. 1995; Mosca et aB71Bohn et al. 2000). In den meisten
Fallen folgt einer Operation eine Chemotherapie BalRluorouracil (5-FU) / Folinsaure.
Einer Studie der European Study Group for Panaréasincer (ESPAC) zufolge, kann
dadurch die durchschnittliche Uberlebensrate vorMa#daten, fur die ausschlieRlich
operierte Gruppe, auf 19,7 Monate gesteigert werffé@optolemos et al. 2001). In
manchen Fallen wird zusatzlich zu einer Behandlung 5-FU eine Bestrahlung
durchgefuhrt, der Nutzen dieser Kombination wirddgeh kontrovers diskutiert
(Neoptolemos et al. 2001; Neoptolemos et al. 2004uch eine Kombination
verschiedener Chemotherapeutika oder BestrahluhdgFNia wird in klinischen Studien
gepruft (Nukui et al. 2000; Picozzi et al. 2003ddch ist dieses Behandlungsschema auch
mit einer erhdhten Toxizitat verbunden. Ist der Burbereits in die umliegenden GefalRe
eingedrungen (Stadium Ill) oder haben sich schanretastasen gebildet (Stadium V),
kann er nicht mehr operativ entfernt werden, urel @herapie erfolgt nur noch unter
palliativen Gesichtspunkten. Dauerhafte Remissiosgm durch chemotherapeutische
MalRnahmen in diesem Stadium nicht zu erwartenidsedn Fall ist das Mittel erster Wahl
das Cytidin-Analogum Gemcitabin. Auch eine Therapie5-FU ist mdglich, jedoch wird
das durchschnittiche Uberleben der Patienten minene fortgeschrittenen
Pankreaskarzinom durch eine Therapie mit Gemcitalunf 5,65 Monate erhdht, durch
eine Therapie mit 5-FU nur auf 4,41 Monate (Buetisal. 1997). Die sonst haufig in der
Krebstherapie verwendeten Alkylantien spielen im @kerapie des Pankreaskarzinoms
keine Rolle. Pankreaskarzinome weisen eine exti@me Resistenz gegenuber Alkylantien
auf, was mit ihrem hohen Level des Reparaturenzy®fsMethylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT) in Verbindung gebracht eear kann (Kokkinakis et al. 1997).
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1.2 Das maligne Melanom

Es gibt vier verschiedene Arten von Hautkrebs. hiktihe Keratosen, Basalzellkarzinom,
Plattenepithelkarzinom und das maligne Melanom. Daaligne Melanom, auch
.SChwarzer Hautkrebs® genannt, ist ein bdsartigerm®r, der vom melanozytaren
Zellsystem ausgeht und fir 90 % der Mortalitat aautdrebs verantwortlich ist. Er
manifestiert sich Gberwiegend an der Haut, seltenrkt es auch zu Melanomen am Auge,
an den Hirnhauten und Schleimhauten. Nach Scharumes Robert-Koch-Instituts
erkranken in Deutschland jahrlich 10 - 12 von 100 &inwohnern. In den USA sind es
10 — 25 Falle pro 100 000 Einwohner und die hoéchsahlen an Neuerkrankungen
wurden mit 50 -60 Falle pro 100 000 Einwohner irusthalien beobachtet. In
Bevolkerungen mit starkerer Pigmentierung (Afrikajen) tritt das Melanom sehr selten
auf und wenn, dann Uberwiegend an Schleimhauten. Bauptrisikofaktor zur
Entwicklung von Melanomen ist die ungeschiitzte Expm zu Sonnenlicht, hier vor
allem zu UV-B-Strahlung (Wiecker et al. 2003). 26-% der Melanome kdnnen auf
polygene Erbfaktoren zurtickgefuhrt werden (Greenal.e1985). Die durchschnittliche
Uberlebensrate fur einen Patienten mit einem netimsenden malignen Melanom betragt
4 — 6 Monate (Schuchter et al. 1992).

1.2.1 Ursprung des malignen Melanoms und seiner Res  istenzmerkmale

Das maligne Melanom entwickelt sich aus Melanozyizermale Melanozyten gehen aus
der Neuralleiste hervor. Dabei handelt es sich iume Zellpopulation, die wahrend der
Embryogenese durch den Embryo wandert und als Meréverschiedener Zelltypen
dient, unter anderem der dermalen Melanozyten. eDigghigkeit zur Migration kdnnte
wahrend der Melanomentwicklung wiedererlangt werdemw die frihe Tendenz zur
Metastasierung erklaren (Gupta et al. 2005). Digndr Metastasierung im Vergleich zur
Tumormasse ist ein Grund fur die schlechte Progresses malignen Melanoms. Ein
weiterer Faktor, welcher fir die schlechte Prognodes malignen Melanoms
verantwortlich gemacht werden kann, ist das schéeétmsprechen der Tumore auf die
angewandten Therapien. Die Ursache hierfur konuoie der Funktion der Melanom-
Vorlaufer-Zellen, der Melanozyten erklart werderieg2 dienen als Fotoprotektoren der
Haut. Wéahrend andere primare Zellen auf StrahlundR@paratur oder Zelltod reagieren,
ist es die Aufgabe der Melanozyten nach UV-BestradpMelanin zu produzieren und so

die umliegenden Zellen vor der DNA-Schéadigung durdiv-Licht zu schitzen
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(Matsumura and Ananthaswamy 2002). Malanozyten everlurch externe und interne

Signale vor der Auslosung von Zelltod bewahrt. Alsterne GrofRe spielt hier die

Ausschittung der Wachstumsfaktoren FGF und NGFRibroblasen bzw. Keratinozyten

eine wesentliche Rolle (Zhai et al. 1996; Ruiter at 2002). Aber auch eine

Heraufregulierung des antiapoptotischen Protein® Bt Melanozyten tragt zu deren

Resistenz gegenuber DNA-schadigenden Stimuli bemitach scheinen Tumore, welche
aus diesen Zellen hervorgehen, generell Gber Registerkmale zu verfligen, welche die
Therapie erschweren. Besonders relevant fur dagprAosen eines Tumors auf eine
Therapie ist seine Fahigkeit, nach einem Stimulpsptose auszul6sen. Diese Fahigkeit
scheinen Melanome im Zuge der Onkogenese teilwa@issibifRen (Alanko et al. 1999).

So scheinen Melanome gegeniber der Fas-Rezeptmittedten Apoptose resistent zu

sein, obwohl sie den Fas-Rezeptor auf ihrer Obdréigexprimieren (Rivoltini et al. 1998;

Thomas and Hersey 1998). Allgemein konnte in Mata@io die Heraufregulierung von

antiapoptotischen und die Herunterregulierung varapoptotischen Faktoren beobachtet
werden (Soengas et al. 2001), was als Hauptursticthdie Resistenz dieser Tumore
gegenuber chemotherapeutischen Agenzien gilt (Grassand Altieri 2001). In diesem

Zusammenhang ist auch die geringe Rate an mutigg&hin diesen Tumoren interessant.
Sie betragt in Melanomen nur etwa 20 % (Zerp €1%09).

1.2.2 Stadieneinteilung und Therapie des malignen M elanoms

Patienten mit einem maligne Melanom lassen sictvarschiedene Stadien einteilen,
welche die Grundlage fur weitere diagnostische thmetapeutische Malinahmen sind,
sowie fur die Einschéatzung der individuellen Praggddie TNM-Klassifizierung ist unter
Berucksichtigung melanomspezifischer Faktoren (Tulie&e, Geschwirausbildung und
Mikrometastasierung) auch fir maligne Melanome ardber (Tabelle 1-2). T beschreibt
die Einteilung des Primartumors und bezieht sich rbalignen Melanomen auf die
Tumordicke und die Geschwirausbildung. Die N-Kli@saiion berlcksichtigt, ob Mikro-
oder Makrometastasen der regionalen Lymphknoteliegen und ob Satellitenmetastasen
(bis 2 cm vom Primértumor entfernt) oder In-tranMatastasen (kutane oder subkutane
Metastasen bis zur ersten Lymphknotenstation) egeln. Als Fernmetastasen gelten
Metastasen jenseits der ersten Lymphknotenstaian M-Klassifikation bertcksichtigt,

welche Organe von Metastasen befallen sind.
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Tabelle 1-2: Stadieneinteilung des malignen Melanosmach: (Balch et al. 2000; Balch et al. 2001a)

Stadium | Dicke des Geschwir- | Regionale Fernmetastasen | 10-Jahres-
Primartumors | ausbildung | Lymphknotenmetastasen Uberlebens-
(mm) (T) (N) (M) rate (%)
0 In situ Tumore Nein Keine keine Ca. 100
1A <1,0 Nein Keine keine 88 — 95
IB < 1,0 oder Ja : :
1.01-2,0 Nein Keine keine 79 - 83
A 1,01 -2,0 oder] Ja . .
! : - K K 63 -64
2,01-4,0 Nein eine eine
B 2,01 - 4,0 oder| Ja Keine Keine 50 -54
>4,0 Nein
lIC > 4,0 Ja Keine Keine 32
A Jede . Nein Mikrometastasen Keine 57 -63
Tumordicke
B Mikrometastasen 36 -38
Jede .
Tumordicke Ja Makrometastasen, Keine
Satelliten- u./o. in-transit 39 -47
Metastasen
ne Jede Makrometastasen, 15-24
Tumordicke Ja Satelliten- u./o. in-transit | Keine
18
Metastasen
v _ Haut oder 15
Mikrometastasen Lymphknoten
Jede Ja / Nein Makrometastasen L 3
Tumordicke Satelliten- u./o. in-transit unge
Metastasen Alle anderen 6
Organe

Die Therapie des malignen Melanoms richtet sichhndem Stadium, in welches der
Patient eingeteilt wurde. Hierbei entscheidet bdeon die Dicke des Primartumors Uber
die Form der Therapie. Eine verdachtig pigmentiétgaitveranderung wird durch eine
Operation vollstandig entfernt. Handelt es sich eim Melanom, wird der Tumordicke
entsprechend in einem Sicherheitsabstand von B,&w um den Priméartumor das
Gewebe entfernt, um das Auftreten von Satteliteastasen zu verhindern. In Stadium |
ist die operative Entfernung des Melanoms ausratthend fuhrt zu einer Funf-Jahres-
Uberlebensrate von 95 % (Gloster and Brodland 19%%i Patienten mit einer
Tumordicke= 2 mm (Stadium Il) ist das Risiko Mikrometastasarszabilden deutlich
erhoht (Balch et al. 2001b). In diesem Fall, odenmw bereits Lymphknotenmetastasen
vorhanden sind (Stadium Ill), wird eine adjuvant@efiapie mit niedrig oder hoch
dosiertem Interferor durchgefiihrt (Grob et al. 1998; Agarwala and Kiolod 2002).
Dadurch kann das rezidivfreie Uberleben signifikaetlangert werden (Kirkwood et al.
2000; Kirkwood et al. 2001). Eine Chemotherapiedwerst im Stadium IV angewendet
und erfolgt in erster Linie unter palliativen Gdggpunkten. Dauerhafte Remissionen sind

durch chemotherapeutische MaRnahmen in diesemuBtadir selten. Die Chemotherapie

6
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kann entweder als Mono- oder Polychemotherapidgamo Das Mittel erster Wahl fur
eine Monotherapie ist das methylierenden Agenz fhazan (DTIC) (Eggermont and
Kirkwood 2004) mit einer Ansprechrate der Tumorenvdl?2 % und einer
durchschnittlichen Uberlebensrate von 6,4 Monatdiddleton et al. 2000). Alternativ
hierzu wird in klinischen Studien immer h&aufigersdabenfalls methylierende Agenz
Temozolomid (TMZ) eingesetzt, da es gegenuber DHEI@Gige Vorteile aufweist
(Kaufmann et al. 2005). Erstens kann es oral verar werden, zweitens benotigt es
keine metabolische Aktivierung, drittens ist esubegangig und kann somit auch fur die
haufig auftretenden Hirnmetastasen eingesetzt weandd viertens besitzt TMZ eine hohe
Bioverfugbarkeit. Trotz dieser Vorteile ist die Amechrate der Tumore auf eine
Behandlung mit TMZ und die durchschnittiche Ubbdaszeit mit 14 % bzw.
7,7 — 8,4 Monaten vergleichbar mit der von DTIC @ileton et al. 2000). TMZ ist zur
Zeit in Deutschland fir die Behandlung des maligMalanoms noch nicht zugelassen.
Weiterhin wird fir eine Monotherapie auch das dttloylierenden Agenz Fotemustin
(FM) verwendet, welches aber in Deutschland ebsnfitht zugelassen ist. In klinischen
Studien konnte die Ansprechrate der Tumore dunch Kombination von Chemotherapie
und IFN-a oder IFNB erhéht werden (Nagatani et al. 1995; Richtig e2@04; Kaufmann
et al. 2005). Die Ursache hierfir ist jedoch noahnvollkommen bekannt. Ebenso kann
eine Kombination der Chemotherapeutika untereined® Ansprechraten der Tumore
erhohen, jedoch erhdhen sich dadurch auch die NeBl@mgen, ohne das
Gesamtuberleben zu beeinflussen.

Eine Strahlentherapie primarer maligner Melanomedwiur angestrebt, wenn eine
Operation unmoglich ist. Auch eine Bestrahlung Wymphknotenmetastasen findet nur
statt, wenn eine Operation nicht durchgefuhrt werklann. Sind bereits Fernmetastasen
vorhanden, findet auch eine Strahlentherapie nterywalliativen Gesichtspunkten statt.

Sie wird z.B. zur Behandlung von Knochenmetastasgewendet.
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1.3 Interferone

Interferone (IFN) wurden erstmal 1957 von Isaaas lindemann in London entdeckt. Sie
gehdren zu der Gruppe der Zytokine und haben emmeunstimulierende, antivirale und
antitumorale Wirkung (Isaacs and Lindenmann 1955 werden von Zellen des
Immunsystems (z.B. Monozyten, B- und T-Zellen, Mgitragen und Fibroblasten)
gebildet. Ausldser flur diese Zellen, Interferoneldlden und auszuschitten, sind fremde
Zellen, virusinfizierte Zellen, Tumorzellen, Baktsr oder virale und andere fremde
Nukleinséuren. Interferone kénnen allgemein in z@euppen eingeteilt werden: Typ-I
Interferone (IFNe und IFN) und Typ-Il Interferone (IFNA. IFN-a und IFN{ binden
an den selben Rezeptor (Branca and Baglioni 198lliaW's and Haque 1997), jedoch ist
die Affinitat zum Rezeptor von IFI8-deutlich héher im Vergleich zu IFN-(Johns et al.
1992). IFNy bindet an einen anderen Rezeptor als tFbder IFNS (Branca and Baglioni
1981). Die Aufgabe der Interferone ist es durchdBimg an einen spezifischen Rezeptor
benachbarte Zellen zu aktivieren und sie zur Prodalk/on Proteinen anzuregen, die z.B.

die Virusreplikation hemmen und den Abbau von eiraind zellularer RNA bewirken.

1.3.1 Einfluss von Interferonen auf die Genexpressi  on

Interferone sind in der Lage, die Genexpression ihnen Zielzellen Gber den
Jak/STAT Signalweg zu beeinflussen (Fu et al. 18Rennoinen et al. 1993; Schindler
and Darnell 1995; Stark et al. 1998). Wie diesgn&iweg ablauft, soll hier am Beispiel
der Typ-I Interferone erklart werden (Abb. 1-1).ddader Bindung von IFN an die
extrazellulare Doméane des IFN-Rezeptor, bestehasdwaei Untereinheiten IFNAR1 und
IFNAR2, kommt es zu deren Dimerisierung. Die eireg Heiden Untereinheiten ist an
ihrer cytoplasmatischen Domane mit der Janus-Kia@RK), die andere mit der
Tyrosinkinase-2 (TYK) assoziiert (Darnell et al.9%9 Platanias 2003). Bei Kontakt der
beiden Kinasen kommt es zu deren Phosphorylieruntyzur Rekrutierung von STAT1
und STAT2 (signal transducer and activator of tcapsion) (Darnell et al. 1994). Nach
deren Phosphorylierung bilden sie Heterodimerecheemit IRF 9 (Interferon regulatory
factor 9) assoziieren (Stark et al. 1998) und son dmerferon-stimulierten
Transkriptionsfaktor 3 (ISGF 3) bilden (Darnell I@%tark et al. 1998). Dieser gelangt in
den Nukleus und bindet an das ,Interferon-stimaatsponse-element* (ISRE). Dieses
ist verschiedenen Genen vorgeschaltet, welche datelferone reguliert werden (Darnell
1997).
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intrazellular

Zellkern

Transkription

Abb. 1-1: Aktivierung des JAK/STAT Signalweges durty Typ-I Interferone

1.3.2 Interferone in der Therapie

Interferone werden haufig, wegen ihrer immunstiengéinden Wirkung, zur Behandlung
von chronischen Viruserkrankungen eingesetzt. Hieéhlen die chronische Hepatitis-B
sowie die akute und chronische Hepatitis-C (Mutckret al. 1994). Weiterhin werden
Interferone bei der Behandlung von AIDS, Herpest@psiralen Innenohrinfekten und
Virusenciphalitis eingesetzt (Emodi et al. 1975yddaand Dianzani 1994). Interferdh-

wird zudem bei der Behandlung von multipler Skleregrwendet (Panitch et al. 2002;
Frank et al. 2004). Interferonfindet Anwendung in der Behandlung von Osteoparose

Auch zur Behandlung von malignen Erkrankungen sitelferone zugelassen. Interferon-
a findet Anwendung in der Behandlung von Haarzekéeuie (Quesada et al. 1984;
Damasio et al. 2000), chronisch myeloischer Leukamir-Zell Lymphomen,

Nierenzellkarzinomen (Hotte and Kapoor 2007) und de Behandlung des haufig bei
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AIDS Patienten auftretendem Kaposi-Sarkoms. Abehano der adjuvanten Behandlung
von Melanomen spielt IFN- eine grol3e Rolle (vgl. 1.2.2). Interfer@nist in der
Krebstherapie nicht so weit verbreitet und wird ptaéchlich zur Behandlung von
Tumoren der Nasenhohle (Nasopharynx) eingeseteti(ier et al. 1980). Die antitumorale
Wirkung der Interferone beruht hauptsachlich auf Hemmung der Proliferation der
Tumorzellen (Borden et al. 1982; Qin et al. 199dbiamaniam and Johnson 1997) und
einer Stimulation der Immunantwort und der damitrbwedenen Zerstérung der
Tumorzellen. Auch eine Erhdhung der Apoptoserateldinterferone wurde beschrieben
(Chawla-Sarkar et al. 2001; Chawla-Sarkar et aQ220Von immer gréRer werdender
Bedeutung ist die Verwendung von Interferonen asli®& oder Chemosensibilisatoren.
Eine Vielzahl vonin vitro Untersuchungen an verschiedenen Krebsarten (antkrem
auch an Pankreastumoren und Melanomen) belegersydesrgistischen oder additiven
Effekt von Interferon auf Bestrahlung und Behandlumit mehreren zytotoxischen
Agenzien wie 5-FU, Gemcitabine, CDDP, DoxorubicimduCyclophosphamid (Wadler
and Schwartz 1990; Schadendorf et al. 1994; Stbak €997; Schmidberger et al. 1999b;
Schmidberger et al. 2003; Natsume et al. 2005;i %idl. 2006; Natsume et al. 2008;
Nitsche et al. 2008). Besonders hervorzuheben sindiitro Versuche an
Pankreaskarzinom-Zelllinien, welche einen sensiieitenden Effekt von Interferam- -3
oder y gegenuber einer Behandlung mit 5-FU, Gemcitabaer 8estrahlung zeigen (Ma
et al. 2005; Saidi et al. 2006; Nitsche et al. 20@8e Effekte werden jedoch kontrovers
diskutiert. In Melanomzellen konnten aufgrund dehdén Chemoresistenz dieser Zellen
nach einer Kombination aus Chemotherapeutikum Ui fineist nur additive Effekte
beobachtet werden, welche jedoch auch von thengpbBam Nutzen sein kénnten
(Schadendorf et al. 1994).
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1.3.2.1 Einfluss von Interferon auf die Behandlung des Pankreaskarzinoms
(klinische Studien)

Um die Ansprechrate der Tumore zu erhohen bzw. Wlasrleben der Patienten zu
verlangern wird nach Substanzen gesucht, welche kinischen Erfolg der Therapie
verbessern konnen. Fir eine Kombination von Cheemnafiie mit Interferon gibt es
vielversprechende Ansatze. Im Folgenden werdenskle Studien beschrieben, welche
die Kombination von Interferon mit verschiedenene@lotherapeutika und Bestrahlung
bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms untergabken.

Die 5-Jahres Uberlebensrate bei einem Patientereiméim Pankreaskarzinom liegt nach
einer vollstandigen Entfernung des Pankreas unteveeibefallener umliegender Organe
bei 10 — 18 %. Eine adjuvante Chemoradiotherapgtebend aus 5-FU und Bestrahlung
kann das 5-Jahres-Uberleben auf 37 — 43 % erhddrkénbijl et al. 1999). Der positive
Effekt von Bestrahlung in dieser Kombinationsbehang im Vergleich zu der adjuvanten
Monotherapie mit 5-FU wird jedoch in einer Studier dEuropean Study Group for
Pancreatic Cancer-1 (ESPAC-1) kontrovers disku(idetoptolemos et al. 2004). In einer
klinischen Phase-Il Studie, durchgefuhrt von derogaan Organisation for Research and
Treatment of Cancer (EORTC) wurden Patienten mihemi metastasierenden
Pankreaskarzinom mit 5-FU und Cisplatin (CDDP) Ibeledt. Eine Gruppe erhielt
zusatzlich eine Kombination mit IFN; die andere nicht. Jedoch hatte in dieser Studes e
Kombination mit IFNe keinen Effekt auf die Ansprechrate der Tumore odeas
Uberleben der Patienten (Wagener et al. 2002). lege@satz dazu wurden Daten
veroffentlicht von einer Klinische Phase-Il Studdeirchgefihrt von der Virginia Mason
Klinik, wonach eine adjuvante Behandlung bestehand CDDP, 5-FU, Interferoa-
(IFN-a) und Bestrahlung (das Behandlungsschema wurde IGggriinnt) das 2-Jahres-
Uberleben auf 84 % und die 5-Jahres Uberlebens@té 55 % erhoht. Die
durchschnittliche Uberlebensrate betrug > 24 Morfhtiekui et al. 2000; Picozzi et al.
2003). Der dramatische Anstieg der Uberlebensrate auf die Kombination mit IFN¢
zurtckgefuhrt (Ma et al. 2005; Schmidt et al. 20@igse Studien erzielten die héchsten
2-Jahres-Uberlebensraten fur Patienten mit einerkreRskarzinom, die bis dahin

gemessen wurden.
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1.3.2.2 Einfluss von Interferon auf die Behandlung des malignen Melanoms
(klinische Studien)

Auch die Behandlung eines metastasierenden malijfetanoms hat eine sehr schlechte
Prognose mit einer durchschnittlichen Lebenserwgrtuon 4 — 6 Monaten (Schuchter et
al. 1992). Schuld daran ist das schlechte Anspredlee Tumore auf eine Chemotherapie.
Fur das Mittel erster Wahl in der Behandlung vontasesierenden Melanomen das
methylierende Agenz Dacarbazin (DTIC), liegt die sprechrate bei 12 % und die
durchschnittliche Uberlebensrate bei 6,4 Monatend@éton et al. 2000; Quirt et al.
2007). Mit dem neueren methylierenden Agenz Tenmma (TMZ) werden in klinischen
Studien vergleichbare Ansprechraten (13 %) und ldbensraten (8,4 Monate) erzielt
(Kaufmann et al. 2005; Quirt et al. 2007). Um diesprechrate der Tumore zu erh6hen,
wurde in Form von Polytherapien die Gabe von et der Chemotherapie kombiniert.
In einer klinischen Phase-Il Studie von Hauschiidile konnte gezeigt werden, dass die
Kombination von DTIC mit IFNa die Ansprechrate der Tumore auf 24 % erhéhte @sd d
durchschnittliche Gesamtuberleben auf 13 Monatéheeh(Hauschild et al. 2008). Auch
eine Kombination von TMZ mit IFN+ konnte in einer klinischen Phase-IlI-Studie die
Ansprechrate der Tumore von 14 % auf 24 % steigeaufmann et al. 2005; Quirt et al.
2007), und auch das durchschnittliche Gesamtubarl&bnnte auf 9,7 bzw. 14,5 Monate
erhoht werden (Richtig et al. 2004; Kaufmann et28105; Quirt et al. 2007). In einer
klinischen Phase-Il Studie, durchgefiihrt von Atketsal., konnte gezeigt werden, dass
durch eine Kombination von IFN-mit CDDP, Vinblastin, DTIC und Interleukin-2 die
Ansprechrate der Tumore und das Uberleben der rieatieverbessert werden konnte,
jedoch kam es durch die Kombinationsbehandlung awchierstarkten Nebenwirkungen
(Atkins et al. 2008). IFN3 wird in Kombination mit dem methylierenden AgenZID in
Japan verwendet (Nagatani et al. 1995). In Deuaschist IFNB jedoch noch nicht fir die

Therapie des malignen Melanoms zugelassen.
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1.4 Induktion von DNA-Schaden

Die DNA jeder Zelle ist taglich einer Vielzahl schgender Faktoren ausgesetzt. Hierzu
gehdren unter anderem physikalische Mutagene wieudd ionisierende Strahlung sowie
chemische Mutagene. Wichtige chemische Mutagened stie polyzyklischen
Kohlenwasserstoffe (z.B. Benzpyren), wie sie im aZgjtenrauch vorkommen und
alkylierende Substanzen (z.B. Nitrosamine), die aitgm in der Nahrung enthalten sein
konnen. Nicht repariert konnen diese zu Gendefekiew Krebs fihren. Durch
Reparatursysteme, welche in jeder Zelle vorhand&h &6nnen diese unterschiedlichen

Schaden erkannt und repariert und so die genetiSimlitat gewéhrleistet werden.

1.4.1 DNA-Schaden durch chemotherapeutisch wirksame alkylierende

Agenzien

Chemische Mutagene sind auf verschiedene Weiserihabe, die DNA zu verandern. Es
kann sich um Basenanaloga handeln, die anstelleodezkten Base in die DNA eingebaut
werden, es konnen DNA-interkalierende Substanzem sder alkylierende Agenzien,

welche Alkylgruppen an die Basen der DNA anhangetztere gehdren zu einer Gruppe,
welche aufgrund ihrer stark zytotoxischen Eigenfehaflr die Krebstherapie von

besonderer Bedeutung ist. Man unterscheidet metieylde Agenzien zu denen
Temozolomid (TMZ), Dacarbazin (DTIC) und Procarlmaz(PTIC) gehéren und

chlorethylierende Agenzien, so genannte CENU-D&ivavie z.B. Fotemustin (FM),

Nimustin (ACNU), Carmustin (BCNU) und Lomustin (CON Bei dem methylierenden

Agenz Methylmethansulfonat (MMS) handelt es sich em ausschlie3lich in der

Forschung verwendetes Mustermethylanz.

1.4.1.1 TMZ und DTIC

Temozolomid (TMZ) und Dacarbazin (DTIC) gehodren zien monofunktionellen
methylierenden Agenzien, welche in der Krebstheramrwendet werden. TMZ bildet
durch spontane Hydrolyse bei physikalischem pH daktiven Metaboliten
5-(3-Methyltriazen-1-yl)Imidazol-4-Carboxamid (MT)Cwelcher mit der DNA reagiert
(Newlands et al. 1997). DTIC bildet den selben\adtti Metaboliten MTIC aus, jedoch ist
hierfir eine metabolische Aktivierung nétig (Reitd ad. 1999). In einer nukleophilen

Substitution wird eine Methylgruppe vor allem an e diRingstickstoff- oder
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Ringsauerstoffatome der DNA-Basen angehéngt. Diggenzien konnen die DNA an
insgesamt 13 Stellen methylieren. Die am haufigstethylierte Stelle ist die N7-Position
des Guanins (N7MeG) mit bis zu 80 — 95 %. Sie witd die Lasion N3-Methylguanin
(N3MeG) durch die Basenexzisionsreparatur (BERatiept. Am zweithaufigsten sind
Methylierungen an der N3-Position des Adenins (NB)eavelche ebenfalls von der BER
repariert werden. Zudem ist diese Lasion, &hnlich N3MeG recht instabil und kann
zusatzlich durch spontane Hydrolyse von der Bas@esialten werden. Die
Methylierungen an den Positionen N1-MethyladenirlNidA) und N3-Methylcytosin
(N3MeC) werden durch die Reparaturproteine ABH2 uRBH3 entfernt. Weitere
Methylierungen erfolgen an den Positionen N3-Médthyhin (N3MeT), N1-Methylguanin
(N1MeG), N7-Methyladenin (N7MeA), &Methylthymin (MeT) und G-Methylcytosin
(O°MeC) sowie am Zucker-Phosphat-Riickgrat der DNA. [Reparatur dieser
Methylierungen ist jedoch weitestgehend unerforscht

Methylierung der &-Position des Guanins f®eG) ist mit maximal 8 % fiir TMZ und nur
0,3% fur das experimentell haufig verwendete Methy MMS (Beranek 1990)
vergleichsweise selten, birgt jedoch das groRtetayische Potential. Genauso wie
O*Methylthymin (O'MeT) ist auch GMeG ein Substrat der %Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT), welche sehr effizient didethylgruppe von der DNA
entfernt. Findet eine Reparatur voAM2G durch MGMT nicht statt, kommt es im Zuge
der DNA-Replikation zu Basenfehlpaarungen, welcloe der Fehlpaarungs-Reparatur
(mismatch-repair, MMR) erkannt und prozessiert ward Dieser Vorgang ist
proliferationsabhangig (Roos et al. 2004) und kamMutationen und Zelltod auslésenden
sekundaren Lasionen, in Form von DNA-Doppelstraaghe (DSBs), fuhren. Demnach
stellt PMeG in proliferierenden, MMR-kompetenten Zellen digotoxischste L&sion dar,

welche durch methylierende Agenzien verursacht.wird

1.4.2 lonisierende Strahlung (IR)

Zu ionisierender Strahlung (IR) zahlen alle Strahleen ab einer Wellenldnge von
100 nm. Generell kann sie in Teilchenstrahlung wldktromagnetische Strahlung
unterteilt werden. Teilchenstrahlung besteht awsoPen,a-Teilchen oder Neutronen. Zur
elektromagnetischen Strahlung gehdren die kurzgeellUV-Strahlung, Roéntgen- und
y-Strahlung. Roéntgen- und-Strahlung unterscheiden sich hierbei nicht in nhre

Eigenschaften, sondern in ihrer Entstehungsweiséhréhd Rontgenstrahlung durch

14



Einleitung

beschleunigte Elektronen erzeugt wird, entsyeBtrahlung durch den Zerfall radioaktiver
Elemente z.B. Casium. Die Dosis ist definiert disabierte Energie pro Masse und wird
in der Einheit Gray (Gy) angegeben.

1.4.2.1 DNA-Schaden hervorgerufen durch ionisierend e Strahlung

Die DNA wird jeden Tag durch exogene und endogeaiddfen auf unterschiedliche Art
und Weise geschéadigt. IR spielt hierbei durch diiriche Hintergrundstrahlung und die
Anwendung in der medizinischen Diagnostik eine @mglende Rolle. Die Schadigung
der DNA wird als Hauptursache fur die Auslésung vailtod nach der Behandlung mit
IR angesehen (Munro 1970). DNA-Schéaden durch IRhkarentweder durch direkte oder
indirekte Strahlenwirkung hervorgerufen werden.eRie DNA-Schaden entstehen wenn
ein StrahlungsteilchenafTeilchen) selbst oder ein Sekundarelektron dirdiet DNA
ionisieren. Bei der indirekten Strahlenwirkung werdiber die Wechselwirkung mit
anderen Atomen oder Molekllen in der Zelle zueiffase Radikale erzeugt, welche tGber
eine Radikalkettenreaktion zur Schadigung der DNlitén. Da eine Zelle zu einem hohen
Prozentsatz aus Wasser besteht, ist der wichiigdtekte Strahlungseffekt die Radiolyse
des Wassers. Hierbei werden durch IR die Wassekiilelegespalten wobei oxidierende
Hydroxyl-Radikale (OM) und reduzierende H-Radikale (Hgebildet werden. Diese
Hydroxyl-Radikale sind chemisch hoch reaktiv undhikén mit nahezu allen zellularen
Molekulen (Kohlenhydrate, Lipide, Proteine und Naikkauren) reagieren und gelten
daher als hoch toxisch. Es wird vermutet, dassdwitsl der durch IR induzierten DNA-
Schaden durch Hydroxyl-Radikale verursacht werdéfar¢l 1985; Dahm-Daphi et al.
2000). Da diese Radikale nur eine sehr geringe nstsmier haben, missen sie im
Umkreis von wenigen Nanometern um die DNA entstelem diese zu schadigen (Ward
1985; Ward et al. 1987). DNA-Schaden hervorgerudiigrch IR kbnnen wie folgt unterteilt
werden: Basenschaden (Verlust oder Veranderung r eiBase), DNA-Protein-
Vernetzungen, Einzelstrangbriiche (ESB), ,locallytiply-damaged-sites” (LMDS) und
DSBs. Die haufigste und wegen ihres muatgenen FRaienwohl bedeutendste
Basenverdnderung ist das 8-Hydroxyguanin (8-oxo&)h¢u and Grollman 1993)
Reagiert ein Hydroxyl-Radikal mit dem Zucker-PhaspRuckgrat der DNA, kann es zu
ESB kommen. Wird eine grol3e Menge an Energie axdneikleinen Raum abgegeben,
entstehen lokal begrenzt eine grol3e Anzahl an HythRadikalen. Durch ihre hohe
Reaktivitat, aber geringe Reichweite kommt es zeriAnhaufung von DNA-ESB in
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einem Bereich von wenigen Nanometern (Hutchinso85L9Es entstehen so genannte
LMDS (Goodhead 1989). Wird das Zucker-Phosphat-Biatkbeider Einzelstrange der
DNA in einem Bereich von 10 Basenpaaren geschadagtass auf beiden Seiten ESB
entstehen, kommt es zu einem DSB (Friedland €t9819). Diese zahlen zu den kritischen
Lasionen, welche den Zelltod nach Bestrahlung aesiqFrankenberg-Schwager 1989;
McMillan et al. 1990; lliakis 1991). Unrepariertrikain mehrzelligen Organismen schon
ein einziger DSB in einem wichtigen Gen zum Tod delte (Frankenberg-Schwager and
Frankenberg 1990), oder aber auch zu chromosonmatzbilitdt und Mutationen (Myung

and Kolodner 2003) fuhren. Um dies zu vermeiderehatlie Zellen sehr effiziente und

komplexe Reparaturmechanismen entwickelt.

1.5 Reparatur von DNA-Schaden

Um die genomische Stabilitat zu wahren, besitztZgike verschiedene Reparatursysteme,
welche es ihr ermoglichen, Schaden in der DNA pareren. Im folgenden Abschnitt
wird die Reparatur der durch TMZ verursachten Migyngen an den verschiedenen
Positionen der DNA beschrieben. Hierbei wird besvsdauf die Reparatur und
Prozessierung der Lasior’\@eG eingegangen, da diese hauptursachlich fiir dieziEat
von TMZ ist. Auch auf die Reparatur von DSBs wirghguer eingegangen, da diese als
sekundare Lasionen wahrend der Prozessierung vOMe® entstehen und als

Hauptursache fur die Toxizitat von ionisierendeaBiung angesehen werden.

1.5.1 N-Alkylierungen

N-Alkylierungen sind die am haufigsten auftretendékylierungen nach Behandlung mit
Alkylantien. Durch die Ubergeordnete Rolle der Akgungen an der ©Position des
Guanins und der effektiven Reparatur der N-Alkylregen sind diese jedoch nur in

begrenztem Mal3 fur die Toxizitat der Alkylantiermasgwortlich.

1.5.1.1 Reparatur durch ABH2 und ABH3

Neben der hoch toxischen LasiofM2G wird die DNA durch TMZ noch an vielen
weiteren Stellen methyliert (vgl. 1.4.1.1). Die lgieen N1MeA und N3MeC werden durch
die humanen AIkB Homologe 2 und 3 (ABH2 und ABH3pariert jedoch mit

unterschiedlicher Spezifitat (Duncan et al. 2002jabey and Essigmann 2004). ABH2

16



Einleitung

repariert vorzugsweise einzel- und doppelstran@d, wéahrend ABH3 hauptsachlich
RNA und einzelstrangige DNA repariert. Die Reparatdiolgt in einem alpha-ketoglutarat
abhangigem Mechanismus, bei dem durch eine Oxidatlier Alkylgruppe die Base

demethyliert und ihr urspriinglicher Zustand wiedergestellt wird (Sedgwick 2004).

1.5.1.2 Reparatur durch die Basenexzisionsreparatur (BER)

Durch die BER werden geschadigte Basen repariesichg von bestimmten Enzymen,
den DNA-Glykosylasen, erkannt werden koénnen. NeBlen durch TMZ verursachten
Lasionen N7MeG, N3MeA und N3MeG werden auch Baseémderungen repariert,
welche durch ionisierende Strahlung hervorgerufemden. Der einleitende Schritt der
Basenexzisionsreparatur ist die Erkennung und Auesdung der verdnderten Base durch
DNA-Glykosylasen, wodurch eine hoch toxische ap/apyrimidine Stelle (AP site) in
der DNA entsteht (Loeb 1985). In Saugetierzellemden 11 verschiedene Glycosylasen
gefunden, welche Unterschiede in ihrer Substraigaind ihrer Wirkungsweise haben.
Im Falle von N7MeG, N3MeA und N3MeG heil3t diese MtRylpurin-DNA-Glycosylase
(MPG) (Mitra and Kaina 1993; Demple and Harrisor4® Nach der Erkennung der
modifizierten Base schneidet die AP-Endonukleadelfdas Phosphodiester-Rickgrat an
der ,AP site”, woraus ein 5’Desoxyribose-5-PhospftatiRP) und ein 3'OH resultieren
(Wilson and Barsky 2001). Danach erfolgt das Audfiildes ersten Nukleotids durch die
Polymerasdg? (Polf3) (Sobol et al. 1996; Podlutsky et al. 2001). Fie Higation des
DNA-Stranges stehen zwei Wege zur Verfigung. Dieorspatch” Reparatur und die
.long-patch* Reparatur. Welcher der beiden Wegayeschlagen wird, hangt von den
Modifikationen der Enden am offenen PhosphodieRigkgrat ab. Ist Pdb-in der Lage,
die Trennung des 5’'dRP von der DNA zu katalysiel&uit die ,short-patch* Reparatur ab
(Matsumoto and Kim 1995; Sobol et al. 1996; Prastaal. 1998). Die DNA-Neusynthese
tbernimmt hierbei PdB und die Ligation der DNA erfolgt durch einen Komplaus
Ligase lll, XRCC1, PoB and PARP-1 (Kubota et al. 1996). Ist jedoch didP ,Aite”
oxidiert oder reduziert, so kann die Hobie Phosphatgruppe nicht eliminieren, fallt von
der DNA ab und die Reparatur erfolgt Gber die ,lgagch® Reparatur. Die DNA-
Neusynthese wird von den Polymerasen £ohd Pold zusammen mit PCNA und RF-C
Ubernommen (Stucki et al. 1998). Einen Komplexlagase |, PCNA und Pdb-vermittelt
die Ligation der DNA (Prasad et al. 1996; Srivaatav al. 1998). Die BER scheint eine
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besondere Rolle im Schutz von nicht proliferierandgellen gegentber Alkylatien zu
spielen (Briegert and Kaina 2007).

1.5.2 Reparatur und Prozessierung von Lasionenand er O° Position des

Guanins

In proliferierenden Zellen wird die Toxizitat detk&lantien hauptsachlich Uber Lasionen
an der O Position des Guanins vermittelt (Kaina et al. 19Q4ina et al. 1997; Tominaga
et al. 1997; Pepponi et al. 2003; Roos et al. 2a@not et al. 2007; Roos et al. 2007a).
Alkylierungen an der ® Position des Guanins sind zwar mit unter 8 % irelsélten
(Beranek 1990), unrepariert filhren sie jedoch zu taklonen, chromosomalen
Aberrationen, Schwesterchromatidaustaschen, Kretis Zelltod. Das Vorhandensein
eines spezifischen Reparaturenzyms fir diese Lasiba O-Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT), spiegelt ihre Bedeuturigew.

1.5.2.1 Reparatur von Alkylierungen an der Position 0°des Guanins durch
MGMT

Das humane MGMT Gen kodiert fur ein 207 Aminosaugeal3es Protein mit einem
Molekulargewicht von 24 kDa (Tano et al. 1990). MGt in der Lage, Methylierungen
(z.B. hervorgerufen durch TMZ und DTIC) und Chlbrdierungen (hervorgerufen durch
Nitrosoharnstoffe wie z.B. FM) an den Positioneéhd®s Guanins und‘@es Thymins zu
entfernen. Hierbei wird in einer Ein-Schritt Reaktidie Methyl- oder Chlorethylgruppe
von der Base auf ein Cystein-Rest im aktiven Zentdes MGMT-Enzyms Ubertragen
(Pegg et al. 1993; Pegg et al. 1995; Xu-Wellived &egg 2002). Dadurch wird MGMT
irreversibel inaktiviert und nach Ubiquitinierung iProteasom abgebaut (Xu-Welliver and
Pegg 2002). Daher wird MGMT auch als ,Suizidenzyrezeichnet. Entscheidend fur eine
vollstandige Reparatur des Schadens ist somit @abkaltnis zwischen DAlkylierungen
und MGMT Molekilen. Sind in der Zelle nicht austeead MGMT Molektle vorhanden,
um alle Methylierungen der %Positionen zu entfernen, werden die Lasionen psie
und entfalten ihr mutagenes und toxisches Poterid@ MGMT-Status ist nicht in allen
Geweben gleich. Darm und Leber weisen ein sehr hdh&MT-Niveau auf, wahrend
MGMT im Gehirn relativ niedrig exprimiert wird. Ifumoren weist das MGMT-Niveau
eine hohe Variabilitdt auf. In Melanomen kann dgmt RNA-Menge um bis zum

38 fachen variieren (Evrard et al. 2003) wahrendkRsaskarzinome ein generell hohes
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Niveau an MGMT aufweisen (Kokkinakis et al. 199VGMT defiziente Zellen sind nicht

in der Lage, Methylierungen an der Positiochd®s Guanins zu entfernen und sind daher
hoch sensitiv gegeniber alkylierende Agenzien (Bayl. 1980; Yarosh et al. 1983).
Werden Zellen mit MGMT transfiziert, erlangen sireeexpressions-abhangige Resistenz
gegeniber Alkylantien (Kaina et al. 1991). Eine abgigkeit zwischen MGMT-Status
und Resistenz konnte auch spezifisch fur TMZ nasiegen werden (Roos et al. 2007a).
FUr das Reparaturenzym MGMT konnte erstmals Indobar&eit durch genotoxischen
Stress nachgewiesen werden (Fritz et al. 1991) zwasner adaptiven Antwort der Zellen
auf mutagenen oder zytotoxischen Stress fuhrt. Bipression von MGMT wird durch
Gen- und Promotormethylierung gesteuert. Eine Mettung des MGMT-Promotors
fuhrt zu einer Inhibierung der MGMT Expression (fgatt al. 1997) wahrend durch eine
Methylierung des MGMT-Gens die Expression verstiikd (Pieper et al. 1991).

1.5.2.2 Prozessierung von O °MeG und Entstehung einer Punktmutation

O°MeG wird sehr effektiv von MGMT repariert. Ist jedtokein MGMT vorhanden oder
wird es durch den MGMT-Inhibitor Benzylguanin (4BG) depletiert, ist EMeG die am
starksten toxische Lasion, welche von TMZ geneneird. O°MeG ist jedoch nur in
proliferierenden Zellen toxisch (Roos et al. 200d nicht-proliferierenden Zellen wird die
Toxizitat von TMZ hauptsachlich tUber die N-Methyliagen vermittelt (Lindahl 2000;
Briegert and Kaina 2007). Die proliferationsabh@egiToxizitat dieser Lasion kommt
dadurch zustande, dass erst durch die Replikatiome eX’MeG vermittelte
Basenfehlpaarung auftritt, welche dann zu denaddlislosenden sekundaren Lasionen,
den DSBs, filhrt. Demnach vermittelfMeG die Toxizitat nicht direkt, sondern benétigt
Proliferation und die MMR (Pepponi et al. 2003; Iidian and Samson 2004; Roos et al.
2004). In der ersten Replikation nach DNA-Methylieg paart sich ®eG mit einem
Thymin statt mit der komplementaren Base Cytosimo(then and Topal 1983; Warren et
al. 2006). Das kommt zustande, da die MethylgrugieeLadungsverhatnisse verandert,
weshalb nur noch zwei statt drei Wasserstoffbrickender komplementdren Base
ausgebildet werden koénnen. Im zweiten Zellzyklushnder TMZ-Gabe wird auf dem
einen DNA-Strang gegenuber dem Thymin ein Adeningebaut und somit eine
Punktmutation manifestiert. Da sich auf dem andeD#A-Strang noch immer die
Methylgruppe an der OPosition des Guanins befindet, wird erneut einrilimygegeniiber
dem OMeG in die DNA eingebaut (Eadie et al. 1984).
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1.5.2.3 Reparatur der Punktmutation durch die Fehlp  aarungs-Reparatur

Basensfehlpaarungen kénnen durch Deamination, @sida@der Methylierungen einer
Base entstehen, aber auch durch Fehler bei detkReph. Um die genomische Stabilitat
zu wahren, werden diese Fehlpaarungen durch die MitRernt. Sie entfernt nicht nur
spontan entstehende Basenfehlpaarungen, sondeaudbt an der Reparatur chemisch
induzierter Lasionen beteiligt. Zum Beispiel wirith @urch TMZ hervorgerufenes’™@eG
von der MMR erkannt, unabhéangig davon, ob es miymih oder Cytosin als
komplementare Base gepaart ist (Duckett et al. 199@ Fehlpaarung mit einem Thymin
wird jedoch mit einer deutlich héheren Affinitditkannt. Aber auch die durch FM
entstehenden interstrand-crosslinks oder UV indtei®hotoprodukte werden von der
MMR erkannt (Yamada et al. 1997; Wang et al. 19983. Hauptziele der MMR sind die
Basenfehlpaarungen G-T, G-G, A-C und C-C (FangMadrich 1993). Der erste Schritt
der MMR ist die Erkennung der Fehlpaarung durch demnSa Komplex. Dieser besteht
aus den Proteinen MSH2 and MSH6 (Leach et al. 1B@Rimbo et al. 1995). Im n&chsten
Schritt wird entschieden, auf welchem DNA-Strang fdilsche Base eingebaut wurde. Wie
genau hierbei zwischen parentalem und neu synigmééisn Tochterstrang unterschieden
wird, ist noch nicht bekannt. Es konkurrieren zWidelle: Beim Translokationsmodell
wird vermutet, dass der MutSKomplex die Energie aus der ATP Hydrolyse nutzty u
aktiv an der DNA von der Basenfehlpaarung zu dellé&Szu wandern, an welcher durch
einen Einzelstrangbruch die Strangspezifitat fgstist und wo die Interaktion mit dem
MutLa-Komplex (MLH1 und PMS2) vermittelt wird (Blackwetit al. 1998a; Blackwell et
al. 1998b; Blackwell et al. 2001). Das ,moleculaitsh* Modell geht davon aus, dass der
MutSa-Komplex zwischen einem aktiven Zustand und eineaktiven Zustand wechselt.
Im aktiven Zustand ist der MutSKomplex mit ADP assoziiert und erkennt und binaet
die Basenfehlpaarung. Die Erkennung der Fehlpaavengittelt die Transition von ADP
zu ATP und stimuliert somit die intrinsische ATPasg&tivitat. Das fuhrt zu einer
Konformationsanderung, welche die Dissoziation MegSa-Komplexes von der DNA
vermittelt (inaktiver Zustand) (Gradia et al. 19%ishel 1998). Durch die anschliel3ende
ATP Hydrolyse kommt es zur Assoziation von Mat&it dem Mutla-Komplex und
anschlieBender Exzision des DNA-Strangs, welcherBiisenfehlpaarung enthélt, durch
die Exonuklease | (Genschel et al. 2002). Die DNaubdlynthese erfolgt durch die
Polymerase 8 (Longley et al. 1997). Eine durch TMZ verursach@®MeG-T
Basenfehlpaarung wird vergeblich durch die MMR repa (Karran and Bignami 1994).

Da die Methylgruppe an der®CPosition des Guanins bestehen bleibt, wird in rjede
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folgenden Replikationsrunde erneut ein Thymin a $lielle eines Cytosins in die DNA
eingebaut. Dadurch werden sekundare Lasionen drzewgiche wahrend der DNA-
Replikation durch Anhalten der Replikationsgabel R6Bs fuhren (Lips and Kaina
2001a). Diese entstandenen DSBs sind letztlichdiérOPMeG vermittelte Zytotoxizitét
von TMZ verantwortlich (Kaina et al. 1997; Ochs aMdina 2000). Die Anzahl der
entstehenden DSB wird durch die Anzahl der hervofgeen Methylierungen, das
Expressionsniveau an MGMT und das der MMR-ProtdfeH2, MSH6, MLH1 und
PMS2 bestimmt. Zellen, welche einen Defekt in davill aufweisen, sind gegentber
O°MeG-induziertem Zelltod resistent (de Wind et #9%; Dosch et al. 1998; Fink et al.
1998; Hickman and Samson 1999). Zellen, welcheselr hohes Expressionsniveau an
MMR-Proteinen aufweisen, sind sehr sensitiv gegenutethylierende Agenzien (Roos et
al. 2007Db).

1.5.3 DNA-Doppelstrangbruchreparatur

DSBs stellen hoch toxische Lasionen dar. Ihre Akllatnon wahrend der Prozessierung
der FMeG Lasion ist letztlich der entscheidende apoptosésende Faktor (Lips and
Kaina 2001a; Naumann et al. 2009). Zur Reparaeseti Doppelstrangbriiche stehen den
Zellen zwei Wege zur Verfugung. Die Reparatur duncdmologe Rekombination (HR)
und die Reparatur durch ,non homologous end-joinigyHEJ). HR gilt als der
fehlerunanfalligere Weg und kann nur dann statdimdwenn eine homologe DNA-
Sequenz der Schadensregion existiert. Daher kaRRi nur in der spaten S-Phase und
der G2-Phase stattfinden (Takata et al. 1998; &whasd Jasin 2000). Durch sie werden
hauptséachlich DSB repariert, welche aus blockieB&A-Replikationsgabeln, z.B. nach
Alkylantien-Gabe, entstanden sind (Shrivastav et2@D8; Roos et al. 2009). NHEJ ist
fehleranfalliger, benttigt keine homologe DNA-Segeind findet hauptsachlich in der
GO0/G1-Phase statt (Takata et al. 1998; JohnsonJasth 2000). Durch sie werden
hauptsachlich DSB repariert, welche direkt, z.Bctiuonisierende Strahlung, entstehen.
Wahrend der HR tritt die geschadigte DNA-Sequenphgsikalischen Kontakt mit dem
nicht geschadigten homologen DNA-Molekiil, welchkss\éorlage fur die Reparatur dient
(Sonoda et al. 2001). Der einleitende Schritt gtfalurch das Ausschneiden eines
Nukleotids in 5 — 3’ Richtung an der DNA durch em Komplex bestehend aus den
Proteinen MRE11, Rad50 und NBS1, dem so genannteh-omplex. Dieser besitzt
sowohl Endo- als auch Exonukleaseaktivitdt. Deradgarresultierende einzelstrangige
3’-Uberhang wird durch Rad52 vor Exonuklease-Abbaschiitzt (Rattray and Symington
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1994; Stasiak et al. 2000). An dieser Stelle kon&rtr Rad52 mit dem fur die NHEJ
wichtigem Ku-Komplex, der dartber entscheidet, abd Reparatur tber HR oder NHEJ
ablauft (Van Dyck et al. 1999). Rad52 interagiert Rad51-Proteinen und RPA (Shen et
al. 1996; Kagawa et al. 2001), die den Strangasstastimulieren (New et al. 1998).
Unter Rad51-Proteinen werden die Paralogen RadRHEI51C, Rad51D, XRCC2 und
XRCC3 zusammengefasst (Kawabata et al. 2005). RBd&%tine katalysieren das
Eindringen des beschadigten DNA-Stranges mit seieimrelstrangigem 3’-Uberhang in
die homologe Region eines intakten DNA-Molekuls emnAusbildung eines D-Loops
(Baumann and West 1997). Danach erfolgt das Aeffiilind die Ligation nach dem
klassischen Modell von Holliday (Holliday 1964).

Die NHEJ bendtigt keine Sequenzhomologie, da sektldie getrennten Enden der DNA
ligiert (Critchlow and Jackson 1998). Der erster§thm NHEJ ist das Binden von Ku70
und Ku80 an die beiden offenen Enden in der DNA, uhese vor einem
Exonukleaseabbau zu schitzen (Reeves and Stho8§6r ldeggo et al. 1992). Das
Ku70/Ku80 Heterodimer assoziiert im Folgenden na@t Batalytischen Untereinheit der
DNA-PK. Durch einzelstrangige DNA an einem DSB wilie Ser/Thr Kinaseaktivitat der
DNA-PK aktiviert, wodurch XRCC4 phosporyliert wi(€ritchlow et al. 1997; Ding et al.
2003). Durch einen Komplex aus XRCC4 und LigaseMdfden die beiden DNA-Enden
zusammengefligt. Die meisten DSB koénnen nicht direkt dem XRCC4/LigaselV-
Komplex ligiert werden, sondern muissen vorher psieet werden. Das geschieht
hauptséachlich durch den MRN-Komplex (Maser et 887, Nelms et al. 1998) zusammen
mit dem Protein Artemis (Moshous et al. 2001).

1.6 Von der Erkennung des DNA-Schadens zur Induktio  n von
Apoptose

Die Entstehung, Prozessierung und Reparatur vedeher DNA-Lasionen sowie die
Aktivierung von apoptotischen Signalkaskaden sineitestgehend bekannt und
beschrieben worden (Joza et al. 2002; Siegel andrde 2002; Adams 2003; Christmann
et al. 2003; Kaina 2003; Roos and Kaina 2006; C@®®9). Wie jedoch ein spezifischer
DNA-Schaden erkannt wird und wie von ihm ausgeh&poptose ausgeldst wird, ist noch
nicht endgultig geklart. Da fur ionisierende Stratg und methylierende Agenzien
beschrieben ist, dass DSBs fur das Auslosen vonptage verantwortlich sind

(Frankenberg-Schwager and Frankenberg 1990; Lipskaina 2001a; Naumann et al.
2009), soll im Folgenden beschrieben werden, welBlgnalkaskaden, ausgehend von

22



Einleitung

DSBs, Apoptose vermitteln kdnnen. In Abb. 1-2 is Wermittlung von Apoptose nach
DSBs graphisch dargestellt.

DSBs werden von Proteinen erkannt, welche sowohilexen Reparatur als auch durch
ihre Kinaseaktivitat an der Signal-Weiterleitungdkggt sind. Die wichtigsten Vertreter
hierbei sind ATM (ataxia-telangiectasia mutated) &4 TR (ATM und Rad3-related) sowie
DNA-PK. Diese werden durch DSB in der DNA aktivi¢lsmail et al. 2005). Wahrend
ATM durch DSB aktiviert wird, welche durch ionisggrde Strahlung entstehen, wird ATR
hauptsachlich durch DSB aktiviert, welche durch ckierte Reaplikationsgabeln
verursacht werden (z.B. nach Behandlung mit FM dd¢rz) (Canman et al. 1998; Dart et
al. 2004; Ismail et al. 2005). Die Aktivierung vé&xTM wird vermutlich durch den an
einem DSB gebundenen MRN-Komplex initiiert und &eaft Gber Autophosphorylierung
(Bakkenist and Kastan 2003). Aktiviertes ATM undRphosphorylieren eine Reihe von
nachgeschalteten Signalproteinen wie z.B. die Qtmok Kinase 2 (CHK2) (Matsuoka et
al. 1998; Ahn et al. 2000), die Checkpoint KinaséCHK1) (Gatei et al. 2003), Mdm2
(Shinozaki et al. 2003), E2F1 (Lin et al. 2001),BR. (Foray et al. 2003), H2AX (Burma
et al. 2001) und p53 (Tibbetts et al. 1999; Saitale2002). Demnach haben ATM und
ATR drei wichtige Funktionen. Sie sind an der Repar der DSB beteiligt, kbnnen
Zellzyklus-Kontrollpunkte aktivieren und tber p5®d@ptose auslosen (Lavin et al. 2005).
Die Phosphorylierung des Histons H2AX am Serin @Q82AX) dient als experimenteller
Marker von DSBs (Ismail and Hendzel 2008). Uber diosphorylierung des
Tumorsuppressorgens p53 wird, ausgehend von DSBer ATM/ATR Apoptose
vermittelt. p53 fungiert hauptsachlich als Trangkansfaktor und reguliert die Expression
von Genen, welche an der Zellzyklusregulation, DRéparatur und Apoptose beteiligt
sind (Lavin and Gueven 2006). Wird p53 DNA-schadéhsingig durch ATM/ATR (am
Serin 15) (Banin et al. 1998) oder CHK2 (am Seri®) ZChehab et al. 2000)
phosphoryliert, kommt es zur Stabilisierung von pB&8 zur Transkription p53 abhangiger
Gene (Sionov and Haupt 1999). Wichtige Gene, weab&Babhangig transkribiert werden,
sind das Reparaturenzym MGMT (Harris et al. 199&n@acher et al. 1998), der fur die
Arretierung des Zellzyklus wichtige Cdk-Inhibito2) (el-Deiry et al. 1993) und die pro-
apoptotischen Proteine Bax, Puma, Noxa (Wu and 64®), Apaf-1 (Robles et al.
2001) sowie der Fas-Rezeptor (Muller et al. 19983. Expression von anti-apoptotischen
Proteinen wie Bcl-2 wird durch Bindung von p53 amsprechenden Promotor inhibiert
(Wu et al. 2001). Auch durch direkte Protein-Potgiteraktion z.B. mit Bcl-2 oder

Bcl-X. kann p53 die anti-apoptotische Funktion diesertdite hemmen (Mihara et al.
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2003). Es kann auch die Oligomerisierung von Bald WBax initieren, was zur
Cytochrom C-Freisetzung aus dem Mitochondrium fihd damit Apoptose auslost.

Replikation-
DSB blockierende Lasion
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Reparatur l Zellzykluskontrolle

Apoptose

Abb. 1-2: Vermittlung von Apoptose nach DNA-Doppelsangbriichen

1.7 Apoptose

Apoptose (griech. apoptosis, fallende Blatter) bdmeet den selbst bestimmten Tod von
eukaryotischen Zellen und wird auch programmiefelitod genannt. Es handelt sich
hierbei um einen aktiven, intrazellularen Prozd3igser ist fur vielzellige Organismen
lebensnotwendig und spielt vor allem in der Embajentwicklung eine grol3e Rolle.
Hierbei dient Apoptose hauptsachlich der FormbifuBeispielsweise werden die
Hautfalten zwischen den Fingern eines Embryos dukploptose zuriickgebildet. In
Geweben adulter Organismen dient Apoptose in etstee der Aufrechterhaltung der
Homoostase (Jacobson et al. 1997), welche dasglieRBgewicht zwischen Wachstum
(durch Zellteilung) und Eliminierung alter Zelledufch Apoptose) zur Aufrechterhaltung
des Zellvolumens von Organen und Geweben darsfeitem konnen bestimmte Zellen,

wie die der Augenlinse oder der oberen Hautschistst, im toten Zustand ihre Funktion
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erfullen. Besonders wichtig ist die Apoptose ber ®fernichtung geschadigter Zellen.
Fehlfunktionen kdnnen beispielsweise durch Mutaromder durch virale Infektionen
entstehen. In der Regel kdnnen sich solche Zelkdinsstoten, oder sie werden durch
Zellen des Immunsystems, dessen Effektivitdt zuerainwesentlichen Teil auf der
Fahigkeit der Apoptoseausldésung beruht, vernictidefekte in der Apoptosemachinerie
konnen fur den Gesamtorganismus fatale Konsequemaiean. Verlieren die Zellen ihre
Fahigkeit zur Selbsttétung, kann das zur Ausloswan Krebs oder einigen
Autoimmunerkrankungen fiihren (Thompson 1995). Uatden jedoch gesunde Zellen
Apoptose, wird das mit der Alzheimer- oder Parkimgankheit und Osteoporose in
Verbindung gebracht. Es gibt verschiedene Charaskitex, welche apoptotische Zellen
ausmachen. Erstens ist Apoptose ein aktiver, emagirauchender Vorgang, welcher
durch zellulare Prozesse wie Signaltransduktioran3kription, Proteinsynthese und
Enzymaktivitat kontrolliert wird und zweitens zinem chrarkteristischen Phanotyp fihrt.
Dazu gehtren mehrere morphologische Veranderungsohe in apoptotischen Zellen zu
beobachten sind. Zuerst kommt es zu einer AbrundiengZellen und zu einem Ablésen
aus dem normalen Gewebe. Das Volumen der Zellermhiab, das Chromatin wird
kondensiert und schlie3lich die DNA durch Endonakkn fragmentiert (Wyllie 1980
vitro kommt es zu einem sehr spaten Zeitpunkt in derpfgse zu einer Zerstdrung der
Plasmamembran und zum Zerfall der Zelle in Vesfkpbptotische Korperchen) (Wyllie
et al. 1980).n vivo werden apoptotische Zellen von Zellen des Immuesys beseitigt.
Die Fragmentierung der DNA stellt das wichtigsteaGikteristikum apoptotischer Zellen
dar und wird fir deren Nachweis verwendet.

Im Gegensatz zu der kontrolliert ablaufenden Apsgtgibt es noch einen weiteren Weg,
auf welchem Zellen sterben kdnnen: die Nekrose. deser handelt es sich um einen
chaotisch ablaufenden Prozess. Nekrose verlauffegasnt schneller als Apoptose. Es
kommt zu einem frihen Funktionsverlust der Orgamellzum Zusammenbrechen des
mitochondrialen Membranpotentials, zur Durchlassigkder &ufReren Zellwand und
dadurch bedingtes Anschwellen und schlie3lich Btatder Zellen. Die Freisetzung der
intrazellularen Bestandteile fiuhrt oft zum Auftrete’on Entzindungsreaktionen. Im
Gegensatz zur Apoptose wird die DNA erst zu einelativ spatem Zeitpunkt abgebaut.
Bei der Behandlung von Krebs mit Chemotherapeutkkizr Bestrahlung spielt die
Fahigkeit der Zellen Apoptose zu durchlaufen einentseéheidende Rolle.
Chemotherapeutika, wie z.B. Temozolomid (TMZ) odeatemustin (FM), aber auch

ionisierende Strahlung (IR) sind hoch zytotoxiscinel mutagene Substanzen, welche die
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DNA der Zellen direkt oder indirekt schadigen. ielle hat zwei Moéglichkeiten, darauf
zu reagieren: (i) es kommt zur Auslésung von Zdéllagkontrollpunkten und zur
Reparatur des DNA-Schadens oder (ii) die geschédigile wird durch Auslésen von
Zelltod aus der Population entfernt. DNA-L&sionamlche Apoptose auslosen kénnen,
sind: @-Methylguanin (3MeG) (Kaina et al. 1997; Tominaga et al. 1997; Mmikz et al.
1998), N-Alkylierungen, DNA Cross-links oder DSBSps and Kaina 2001b). Apoptose
kann in drei aufeinander folgende Phasen eingeteittien. (i) Die Initiatorphase, (ii) die
Effektorphase und (iii) eine Degradationsphasegi\let al. 1998). In der Initiatorphase
kommt es durch interne (kbrpereigene Signale zd& Xellen des Immunsystems) oder
externe Stimuli (z.B. DNA schadigende Substanzemn zAuslésen von Apoptose.
Verschiedene Stimuli kdnnen verschiedene apoptai¥¢ege aktivieren, welche aber alle
zum selben Endresultat, einem gemeinsamen Suigdpron fuhren (Chinnaiyan and
Dixit 1996; Vaux and Strasser 1996). Wahrend defekibrphase kommt es zur
Ausfuhrung des apoptotischen Weges. Diese Phagshiish die Aktivitat von Cystein-
Aspartat Proteasen, den Caspasen, charakteridlegniri et al. 1996; Srinivasula et al.
1996). In ungeschadigten, gesunden Zellen liegesedCaspasen in ihrer inaktiven Form,
den Pro-Caspasen, vor. Im Verlauf der Apoptosedi@mklkommt es zu deren Aktivierung
durch heterologe Caspasen, Auto-Proteolyse odeefsrarung. Aktivierte Caspasen sind
in der Lage, ihre Substrate nach einem Aspartainer bestimmten Sequenz zu spalten
(Martin and Green 1995). In Saugerzellen sind bislte Caspasen identifiziert, welche
aber nicht alle an apoptotischen Prozessen beétesigd. Entsprechend ihrer
Aktivierungsweise und Substratspezifitat kann manitiator- und Effektorcaspasen
unterscheiden. Initiatorcaspasen (Caspase-8 unavefjen nach aufReren (extrinsische)
oder inneren (intrinsische) Signalen durch Oligasierung und Spaltung aktiviert und
aktivieren ihrerseits die Effektorcaspasen (Casfas® und -7). Die Effektorcaspasen
sind maldgeblich an der Fragmentierung des Zelliaven wie zum Beispiel
Cytoskelettelemente und Zellhaftstrukturen, Trampskamsfaktoren sowie
antiapoptotischen Proteine beteiligt (Chang andgy2000). Auch die Fragmentierung der
DNA, welches ein Marker fir Apoptose ist, wird irekt durch Effektorcaspasen
vermittelt. Hierbei schneidet Caspase-3 das DEReRrowelches der Inhibitor einer
Desoxyribonuklease (caspase activated DNase, CAD)CIAD ist dann letztlich fir die
Fragmentierung der DNA verantwortlich (Liu et a8d9¥; Enari et al. 1998), welche neben
dem Abbau zellularer Proteine durch die Effektopeaen der wohl wichtigste Vorgang in
der Degradationsphase ist.
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Die Initiatorphase kann, vereinfacht dargestellff avei Hauptwegen ausgeltst werden:
Durch einen intrinsischen, mitochondrial vermigeltWeg und Uber einen extrinsischen,

Rezeptor-vermittelten Weg. Beide werden im Folgengienauer beschrieben.

1.7.1 Intrinsische mitochondrial vermittelte Apopto se

Im intrinsischen Apoptoseweg spielt das Mitochonuirieine entscheidende Rolle. Zum
besseren Verstandnis ist die nachfolgende Beseaimgilm Abb. 1-3 graphisch dargestellt.
Durch einen apoptotischen Stimulus kommt es zu MFédungen der Permeabilitat der
aulBeren Mitochondrienmembran (mitochondrial outeemiorane permeabilisation,
MOMP). Dies wird durch die Konkurrenz zwischen aoptotischen und pro-
apoptotischen Proteinen der Bcl-2 Familie reguliats pro-apoptotische Proteine spielen
vor allem die Bcl-2 Familienmitglieder Bax und Baine herausragende Rolle, da sie als
Effektorproteine in der Lage sind, die MOMP direkt beeinflussen (Hacker and Weber
2007; Kepp et al. 2007). Am Beispiel des Bax Prsesoll dieser Vorgang genauer
beschrieben werden. Nach der Aktivierung von BaxQgioplasma kommt es zu einer
Konformationsanderung und dadurch zu einer Tramsiok von Bax in die aullere
Mitochondrienmembran (Gross et al. 1998). Dort ddildax durch Oligomerisierung
Poren, welche das MOMP erhdhen und zur Freisetxongpro-apoptotischen Faktoren
fuhren (Hacker and Weber 2007; Kepp et al. 200if).datscheidender pro-apoptotischer
Faktor, welcher tber die gebildeten Poren ins Qgpa gelangt, ist Cytochrom C. Nach
seiner Freisetzung aus den Mitochondrien bildesatiezusammen mit Caspase-9 und
Apaf-1 einen Komplex, das Apoptosom. In diesem Klexmird durch autokatalytische
Spaltung die Caspase-9 aktiviert (Acehan et al226®p et al. 2006), welche ihrerseits
die Effektorcaspasen aktiviert (Li et al. 1997;n8rasula et al. 1998). Dadurch kommt es
tber CAD zur Fragmentierung der DNA. Weitere profaptische Faktoren, welche aus
dem Mitochondrium freigesetzt werden, sind SmacBIL® und AlF (apoptosis inducing
factor) (Susin et al. 1999; Chai et al. 2000; Dwalet2000). Smac/DIABLO inhibiert die
Familie der ,Inhibitoren der Apoptose” (IAPs) (Chatial. 2000; Du et al. 2000), wahrend
AIF zusammen mit der Endonuklease G im Zellkernagmentierung der DNA in einer
Caspase-unabhangigen Weise fuhrt (Cregan et al4)2Die Regulation der pro-
apoptotischen Proteine wie Bak und Bax ist nichtlsténdig geklart. In nicht
apoptotischen Zellen ist Bak zwar auch in der dafddfitochondrienmembran lokalisiert,
wird aber durch eine Bindung mit den anti-apoptbter Proteine der Bcl-2 Famile Bcl-X
und Mcl-1 (nicht aber Bcl-2) inaktiv gehalten (Mi8liet al. 2005). Gegenspieler dieser anti-
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apoptotischen Proteine sind die pro-apoptotischertelre Bim, Puma, Noxa und Bad
(Hacker and Weber 2007), welche durch Hemmung d&rapoptotischen Proteine die
Bak Aktivierung positiv beeinflussen. Bax wird imncht apoptotischen Zellen z.B. durch
Interaktion mit dem anti-apoptotischen Protein Ban der Kanalbildung in der aul3eren
Mitochondrienmembran gehindert (Oltvai et al. 19898imura et al. 1999). Auch hier
fungieren pro-apoptotische Proteine wie Bad und &afs Gegenspieler von Bcl-2 und
wirken dadurch positiv auf die Bax vermittelte Kbimlaung (Gillissen et al. 2003; Chen et
al. 2005). Des weiteren kann Bcl-2 als Folge vonogexischem Stress durch Spaltung
und proteosomale Degradation nach Ubiquitinierungktiviert und abgebaut werden
(Dimmeler et al. 1999; Tomicic and Kaina 2001).

[ | Pro-apoptotisch
(] Anti-apoptotisch

Smac /
reces — s
@ —» Zellkern ﬁ
Cyd
] Mitochondriale pro-

Cprocapmsessn | —  [capmesn] LA
apoptotische Faktoren

@ Mitglieder der Bcl-2 Familie DNA-Fragmentierung

Abb. 1-3: Intrinsischer mitochondrial vermittelter Apoptose-Signalweg
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1.7.2 Extrinsische Rezeptor vermittelte Apoptose

Im extrinsischen Apoptoseweg wird durch die Binduemes Liganden an seinen
spezifischen Rezeptor Apoptose ausgelost. Die Remsp werden Todesrezeptoren
genannt, gegenwartig sind sechs bekannt: Der TNfefer 1 (TNF-R1), der
Todesrezeptor-3 und -6 (DR3 und DRG6), der Fas-RerefCD95/APO-1), TRAIL
Rezeptor-1 und -2 (TRAIL-R1/DR4 und TRAIL-R2/DR5).

Die Rezeptor abhéngige Apoptose setzt eine Bindwigchen dem Rezeptor und seinem
entsprechenden Liganden voraus. Bei dem Ligandedehaes sich um Cytokine, die
durch Exocytose in den extrazelluldaren Raum abgagelwerden. Der Ligand des
Fas-Rezeptors ist der Fas-Ligand (CD95L), der de&ll-Rezeptors ist TRAIL. Der
Fas-Ligand wird nach einem genotoxischen Stimulugld AP-1 exprimiert (Faris et al.
1998). Auch der Fas-Rezeptor selbst wird stressiadig tber p53 exprimiert (Muller et
al. 1998).

Im Folgenden wird der Rezeptor vermittelte Apoptesg am Beispiel des Fas-Rezeptors
beschrieben und ist zum besseren Verstandnis in Abb graphisch dargestellt. Zum
Auslosen von Apoptose reagiert der Fas-Ligand mitektrazellularen Doméne des Fas-
Rezeptors, wodurch es zur Oligomerisierung einesmdiomerischen Fas-Rezeptor
Molekils kommt. Die Trimerisierung bewirkt die Agwioosphorylierung der
Todesdomane, welche sich in der intrazellularen &wnder Fas-Rezeptor Molekile
befindet. Dadurch kommt es zur Rekrutierung despfatanolekiils FADD (Fas-associated
death domain) (Boldin et al. 1995; Chinnaiyan et #995). FADD besitzt eine
Todeseffektor-Doméane  (death  effector domain, DED)yelche zu den
Caspaserekrutierungs-Domanen (caspase recruitnoendins, CARD) gehort und Pro-
Caspasen rekrutiert (Boldin et al. 1996; Muziolefl96). Im Falle des Fas- und TRAIL-
Rezeptors wird spezifisch die Pro-Caspase-8 rektutber Komplex aus Pro-Caspase-8
und FADD wird DISC (death inducing signaling comglgenannt (Boldin et al. 1995;
Medema et al. 1997; Muzio et al. 1997). In dieseamiglex erfolgt die Aktivierung der
Pro-Caspase-8 durch Dimerisierung und autoprotisohg Spaltung (Muzio et al. 1998).
Die aktive Form der Caspase-8 aktiviert ihrersgigsEffektorcaspasen-3 und -7 und leitet
somit die Degradationsphase der Apoptose ein (&snia et al. 1996; Muzio et al. 1997).
Uber die aktive Caspase-8 besteht eine Verbindumischen extrinsischem und
intrinsischen Apoptoseweg. Diese beruht auf dedt&pg von Bid in die verkurzte Form
tBid durch die Caspase-8, was eine Aktivierung Bam bewirkt (Chou et al. 1999). Dies
fuhrt letztlich Gber Caspase-9 zur Aktivierung &dfektorcaspasen-3, -6 und -7.
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Abb. 1-4: Extrinsicher Fas-Rezeptor vermittelter Appptose-Signalweg

1.8 Der Zellzyklus

In eukaryotischen Zellen erfolgt die Reproduktion ginem zyklischen Prozess, dem
Zellzyklus. Generell werden vier Zellzyklusphasenteuschieden: die G1-Phase, die
S-Phase, die G2-Phase und die M-Phase. Die S-i®tadie Synthese-Phase, in welcher
die Replikation stattfindet und sich das Genom Zdelten verdoppelt. In der M-Phase
findet die Mitose statt. Die G1-Phase umfasst deitraum zwischen M- und S-Phase.
Hier liegt in der Zelle nur ein einfacher Chromosmsatz vor. Von der G1-Phase aus
kann die Zelle auch in eine Art Ruhezustand, deiPGése, Ubergehen. Durch geeignete
Signale, z.B. Wachstumsfaktoren, kann die Zellsaliehase wieder verlassen und weiter
am Zellzyklus teilnehmen. Die G2-Phase beschrednt deitraum zwischen S- und

M-Phase. In ihr liegt demnach der doppelte Chrommessatz vor.
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1.8.1 Regulation des Zellzyklus

Der Zellzyklus ist strengen Kontrollen unterworfen bestimmten Punkten kdénnen
sowohl externe als auch interne Kontrollmechanisigpa&ifen, die sicherstellen, dass die
einzelnen Phasen vollstandig und fehlerfrei ablauidem kdnnen verschiedene DNA-
Schaden Kontrollpunkte auslésen, um sicher zuestelliass die geschadigte DNA nicht
weitervererbt wird und es somit nicht zur Anhaufwmyn Mutationen kommt. Durch das
Anhalten der Zellen im Zellzyklus bleibt ihnen ggnZeit, um den Schaden zu reparieren
oder das Selbstmordprogramm (Apoptose) der Zelleraktivieren. Eine Inaktivierung
dieser Kontrollmechanismen fuhrt zu ungehindertegllwachstum, Anhaufung von
Mutationen und Krebs. Wichtige Kontrollpunkte limgam Ubergang der G1-Phase in die
S-Phase (G1/S-Kontrollpunkt), sowie am Ubergangseén G2-Phase in die M-Phase
(G2/M-Kontrollpunkt). Nach DNA-Schadigung ist derl{S-Kontrollpunkt von grol3er
Bedeutung, da er die Zelle davor bewahrt, wahreed RNA-Replikation Mutationen
anzuhaufen. Im Mittelpunkt der Regulation des Zgddlus stehen Cyclin-abhangige
Proteinkinasen (CDKs), deren Aktivitdt durch die cldye und die zugeordneten
Inhibitoren der CDKs, den Cyklin-abhangigen Kingsletbitoren (CKIs), kontrolliert wird
(Nasmyth 1993; Nasmyth and Hunt 1993). Die CDKs seiganit ihrem jeweiligen Cyclin
assoziiert sein, um durch Phosphorylierung aktivierden zu kénnen (Pines and Hunter
1991; Nasmyth 1993). Cycline sind Proteine, welcteellzyklusabhangigen
Konzentrationsschwankungen unterliegen und zu kiexdenen Phasen des Zellzyklus
aktiv werden (Morgan 1995; Pines 1995). Die zellagkedingten Schwankungen der
Cyclin-Konzentration wird durch gezielte Transkigot und Proteolyse gesteuert (Pines
1995). Cycline sind Uberwiegend im Kern lokalisiend Gben dort ihre Funktion aus. Eine
Ubersicht der Cycline und der dazugehorigen CDKd @Kls in den verschiedenen
Zellzyklusphasen ist in Tabelle 1-3 zusammengesill den G1/S-Cyclinen gehoren die
D- und E-Typ-Cycline (Sherr 1994). Diese bilden fitgéchlich einen Komplex mit der
CDK2, 4, 5, 6 (Hunter and Pines 1994). Cycline vogp A sind in der S-, G2 und
M-Phase aktiv und komplexieren hauptsachlich mitkQHunter and Pines 1994). Die
Aufgabe dieser Cycline ist es, die CDKs in einetivek Zustand zu tberfihren und so
den Zellzyklus voranzutreiben. Ein wichtiger Gegmeker sind die Inhibitoren der CDKs,
die CKiIs. Diese assoziieren in reversibler Weis¢ den CDKs oder mit dem CDK-
Cyclin-Komplex, wodurch sie die CDK-Aktivitat inhigren (Peter and Herskowitz 1994).
Die funf am besten Untersuchten CKils in Sdugemdiad p21, p27, p57, p15 und p1l6.
p21 und p27 sind eng verwandt und binden bevoramgCDK2- und CDK4-Cyclin-
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Komplexe (Harper et al. 1993; Xiong et al. 1993JyBk et al. 1994a; Toyoshima and
Hunter 1994). Ebenso sind p15 und pl16 eng verw@hdse binden bevorzugt an CDK4-
und CDK6-Komplexe (Serrano et al. 1993; HannonBeach 1994).

Da die inhibitorische Wirkung der CKIs vom Konzeationsverhaltnis zwischen CKI und
Cyclin abhéngt, ist die Regulation der CKIs von fgp Bedeutung. Nach DNA-
Schadigung spielt vor allem p21 eine grol3e Rollee Ronzentration von p21 wird
hauptsachlich auf Transkriptionsebene reguliert, bevo das p53 Protein als
Transkriptionsfaktor wirkt (el-Deiry et al. 1993-Beiry et al. 1994). Nach einem DNA-
Schaden kommt es zur Stabilisierung von p53 undtsaneiner erhéhten Expression von
p21 (vgl. 1.6). Dadurch kommt es zum Auslésen d&tSdKontrollpunkts und zu einem
Anhalten des Zellzyklus in der G1-Phase (Dulic et1894). Aber p21 hat noch eine
weitere inhibitorische  Funktion. Es besitzt eine ndiingsstelle fir das
Replikationshilfsprotein PCNA (proliferating celluclear antigen) (Flores-Rozas et al.
1994; Waga et al. 1994). Eine Bindung von p21 aihR@hhibiert die PCNA abhangige
DNA Replikation, aber nicht die PCNA abhéngige MNugtldexzisions-Reparatur (Li et al.
1994; Waga et al. 1994). p15 wird ebenfalls auin$kaiptionsebene Uber den negativen
Wachstumsfaktor TGFreguliert. Ein Anstieg der p15 Konzentration bésvabenfalls ein
Anhalten des Zellzyklus in der G1-Phase. p27 liegproliferierenden Zellen in einer
inaktiven Form vor (Polyak et al. 1994a). Sein Nivdleibt den gesamten Zellzyklus tUber
konstant, und wird nicht durch antimitogene SigraB. TGH induziert (Polyak et al.
1994b; Toyoshima and Hunter 1994), sondern posskrgptionell auf eine noch
unbekannte Weise aktiviert (Morgan 1995) und siZéiéen in der G1-Phase arretiert.

pl6 fungiert als Tumorsuppressorgen und ist daherelen Tumoren inaktiv (Kamb et al.
1994; Nobori et al. 1994) z.B. in Pankreastumofealdas et al. 1994; Schutte et al. 1997).
Dadurch kommt es zu einem ungehemmten Zellwachstuminhaufung von Mutationen
und schlie3lich zu Krebs. All diese CKIs rufen efreetierung der Zellen in der G1-Phase
hervor. Der G1-Phase kommt eine besondere regisielier Funktion im Zellzyklus zu, da
hier entschieden wird, ob die Zelle eine neue Ss@had somit eine neue Zellteilung
durchlauft. Daher soll der G1/S-Phase-Ubergang hdiDeTyp Cycline im Folgenden
genauer beschrieben werden. Eine grundlegende Beifgker Cycline besteht darin,
externe Signale in den Zellzyklus zu integrieren.itogjene Signale wie z.B.
Wachstumsfaktoren bewirken eine erhéhte Transknpén Cyclin D1. Dieses assoziiert
in der G1-Phase mit der CDK4 und bewirkt deren ¥ktung durch Phosphorylierung
mittels CAK (CDC2 activating kinase) (Morgan 199%)er aktivierte CDK-Cyclin-
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Komplex ist nun in der Lage, das Rb-Protein, wedclsgch im Komplex mit dem
Transkriptionsfaktor E2F1 befindet, zu phosphorgie (Ewen et al. 1993; Kato et al.
1993; Weinberg 1995). E2F1 |6st sich daraufhin deism Komplex mit dem Rb-Protein.
Dadurch wird E2F1 aktiviert und kann die Expressimm Genen vorantreiben, welche
zum Durchlaufen der S-Phase notig sind (Chellapgtaal. 1991). Erhalt die Zelle im
Gegensatz dazu anti-mitogene Signale (vom F,GFAMP, durch bestimmte Zell-Zell-
Kontakte oder durch DNA-Schadigung), kommt es zueriHochregulation oder
Aktivierung der CKIis p15, p16, p27 und p21. p2le#iphierbei die entscheidende Rolle
nach DNA-Schadigung und wird p53 abhangig trangkrib(Dulic et al. 1994). Diese
CKls assoziieren mit dem CDK-Cyclin-Komplex und iimkren dadurch seine
Kinaseaktivitat. Dadurch kann das Rb-Protein nigbttosphoryliert werden, der
Transkriptionsfaktor E2F1 ist nicht aktiv und diell&n verbleiben in der G1-Phase. Eine
Ausnahme stellt p16 dar. Es bindet freie D-Cyclidestabilisiert diese und Ubt so seine

inhibitorische Funktion aus.

Tabelle 1-3: Ubersicht der Cycline, CDKs und CKls m den verschiedenen Zellzyklusphasen
CDK: Cyclin-abhéngige Proteinkinase, CKI: Inhibitber Cyclin-abhangigen Proteinkinasen

Cyclin CDK CKI Zellzyklusphase
Saugetiere:
Al CDC2, CDK2 p21 Meiose
A2 CDC2, CDK2 p21 S, G2, M
B1, B2, B3 CDC2 p21 M
C ? ? ?
D1, D2, D3 CDK2,4,5,6  pl5, pl6,p21, p27 G1,tRid®nspunkt
E CDK2 pl5, p21, p27 G1/S
F ? ? G2?
H CDK7
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1.9 Zielsetzung der Arbeit

Das Pankreaskarzinom und das maligne Melanom zaickich durch eine hohe Resistenz

gegenuber den in der Therapie verwendeten Zytkataiils. Bei der Behandlung eines

metastasierenden Pankreaskarzinoms wird eine Katbnstherapie bestehend aus 5-FU,

Cisplatin und ionisierender Strahlung (IR) angevetndei Melanomen sind die Mittel

erster Wahl die methylierenden Agenzien Dacarb@inlC) und Temozolomid (TMZ).

Um die Ansprechrate der Tumore auf diese Behanélurzy erhdhen, werden fur beide

Krebsarten u. a. Interferone (IFNs) mit in die e aufgenommen. IFNs sind Zytokine,

welche zytotoxisch auf Tumorzellen wirken. Fur IFN&d zuséatzlich radio- und

chemosensibilisierende Eigenschaften in verschexd&mnebsarten beschrieben worden.

In der vorliegende Arbeit soll die zytotoxische bzmadio- und chemosensibilisierende

Wirkung von Typ-I IFNs in Pankreaskarzinom- und Bredmzelllinien untersucht werden.

Besonderes Augenmerk wird hierbei auf die Komboratton IFNs mit Bestrahlung bzw.

TMZ gelegt. Eine Aufklarung des Wirkungsmechanisrdas IFNs kénnte dazu beitragen,

die Kombinationstherapie mit Zytostatika und / odezu optimieren.

Die nachfolgend beschriebenen Untersuchungen sdlenzehn Pankreaskarzinom-

Zelllinien (Panc-1, Su8686, Capan-1, Capan-2, BxpeA-TU 8988T, Aspc-1, HS 766T,

Mia-PaCa-2 und PA-TU 8902) und vier Melanomzel#mi(D05, D14, A375 und RPMI

7951) durchgefuhrt werden.

Folgende Themenschwerpunkte stehen im Vordergrund

o Charakterisierung der intrinsischen Radio- und. rbEensitivitdit der
Pankreaskarzinom- und. Melanomzelllinien;

o Vergleich der zytotoxischen Wirkung von IFN-und IFNf3 auf die verschiedenen
Krebszelllinien;

o Bestimmung der radiosensibilisierenden bzw. chensbgisierenden Eigenschaften
der Typ-I IFNs;

o Untersuchung des zellularen Mechanismus, welcherm deadio- bzw.
chemosensibilisierenden Effekt der IFNs zugrunelgtli
- Bei diesen Untersuchungen soll ein besonderesemgrk auf der Fragestellung
liegen, ob Typ-l IFNs die DNA-Reparatur oder dieofposerate nach IR bzw. TMZ

beeinflussen.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geréate und Verbrauchsmittel

Blot-Kammer, Trans Blot Cell
Blot-Kammer, Mini Trans Blot Cell
Brutschrank, Hera cell
[**’Cs]-Quelle Gammacell 2000
Durchflusszytometer FACS Calibur
ECL-Filme
Elektrophoreseapparaturen
Feinwaage
Fluoreszenzeinrichtung BX-FLA
Geldokumentation, InGenius
Hybridisierungsofen

Kihlschrank (4°C)

Microplatten Reader Sunrise RC
Mikroskop Axiovert 35

Mikroskop BX 50

Mikroskop Wilovert A
Neubauer-Zahlkammer
Nitrozellulosemembran (Protan)
PCR-Cycler TGradient
Rontgenfilme (Hyperfilm MP)
Schuttelinkubator B.
Szintillationsmel3gerat
Spannungsquelle 200/2.0
Spannungsquelle Power Pac 200/300
Spektralphotometer Titertek Multiscan Plus
Sterilbank, CLASSII A/B3, NUAIR
Sterilbank, Hera safe

Tiefkahler (-20°C)

Tiefkuhler (-80°C)

Tischzentrifuge 5402
Thermomixer 5436

Thermocycler

Thermostat 5320

Transilluminator

Ultraschallstab 250

UV-C-Quelle NSE 11-270
Vakuumpumpe

Vortex Genie

Wasserbad

Whatman 3 MM Filterpapier
Zellkulturartikel

Zentrifuge Megafuge 1.0, Rotor 3360
Zentrifuge, Centrifuge 5402
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Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Miunahe
Heraeus, Minchen
Molsgaard Medical, Déaue
BD Pharmingeaidelberg
Amersham, Braunschweig
Bio-Rad, Minchen
Satorius, Goéttingen
Olympus, Hamburg
Syngene, Cambridge UK
Appligen, Heidelberg
Liebherr, Ochsenhausen
Tecan, Crailsheim
Zeiss, Jena
Olympus, Hamburg
Hund, Wetzlar
Marienfeld, Lauda-Kénigshofe
Schleicher & SdhWassel
Biometra, Gottingen
Kodak, USA
Braun Biotech. Int., Meigen
Kontron, Gosheim
Bio-Rad, Minchen
Bio-Rad, Mimche
Labsyst, Finnland
Zapf, Sarstedt
Heraeus, Minchen
Liebherr, Ochsenhausen
Forma, Frankfurt
Eppendorf, Hamburg
Eppendorf, Hamburg
Biometra, Gottingen
Eppendorf, Hamburg
Bachhofer, Reutlingen
Branson, Danbury, USA
Phillips, Hamburg
Brandt, Wertheim
Bender & Hobein, Zirich
Kottermann, Uetze-Hanigsen
Schleicher & SchuBlgssel
Greiner, Nurtingen
Heraeus, Ménc
Eppendorf, Hamburg
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Zentrifuge, Centrifuge 5415D, Rotor F45-24-11
Zentrifuge Discovery M120Se, Rotor S100AT6

2.1.2. Spezielle Chemikalien, Enzyme und Kits

Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose

Annexin V-FITC

APS

Bradford-Reagenz

cDNA-Synthesekit (First Strand Synthesis Kit)

cDNA-Synthesekit

Cell proliferation ELISA, BrdU (colorimetric)

Comassie Blue G-250

DMSO

DNA-Marker pBR322 DNA/Alul
ECL- und ECL-Plus-Kit
Effectene Transfection Kit
Geneticin, G418

Giemsa

Kristallviolett

Low Melting Point Agarose
Magermilchpulver

Mycoplasma Detection Kit
NucleoSpin RNA I

NucleoSpin RNA / Protein
0°-Benzylguanin (GBG)

PBS

Ponceau S

Propidium-jodid
Proteaseinhibitor-Cocktail Compléte
Proteinprobenpuffer RotiLoad 1
pegGold Proteinmarker I, 10-200 kDa
Prestained Proteinmarker, 19-118 kDa
QIAGEN Plasmid Midi/Maxi Kit
Radioaktiv markiertes’H]-Uridin
RNase A

Szintillationslésung
SuperKillerTRAIL

Taq DNA Pol, Master Mix Red
TEMED

Tetrazyklin

Triton X-100

Tween20

Zeocin

Eppoh Hamburg
Son@thwerte

Roth, Karlsruhe
Gibco Life Technologies, Karlsruhe
BD Pharmingen, Heidelberg
Merck, Darmstadt
Bio-Rad, Minchen
SigAddrich, Minchen
ABgene, Hamburg
Roch&lannheim
Bio-Rad, Minchen
Roth, Karlsruhe
Fermentas, St. Leon{Ro
Pharmacia/Amersham, Bisahweig
Qiagen, Hilden
Invitrogen GmbH (Gibco), Kaulse
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Gibco Life Technologji&arlsruhe
Reformhaus, Mainz
Minerva Biolabs, Barli
Marcherey-Nagel, Diren
Marcherey-Nagel, Diren
Sigma-Aldrich, Miinchen
Biochrom, Berlin
Sigma-Aldrich, Miinchen
Sigma-Aldrich, Minchen
Roche, Mannheim
Roth, Karlsruhe
PEQLAB, Bgan
FermentageBn-Rot
Qiagen, Hilden
NEN Dupoint, Zaventem, Belgien
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
AXXORA GmbH, Lérrach
Ampligon, Hamburg
Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Minchen
Sigma-Aldrich, Miinchen
Roth, Karlsruhe
Invitrogen GmbH, Karlsruhe

Alle nicht aufgelisteten Chemikalien wurden von démmen Fluka (Buchs; CH), Merck
(Darmstadt), Roth (Karlsruhe), und Sigma-AldrichiiMhen) in der Qualitatsstufe p. a.

bezogen.
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2.1.3 Interferone

IFN-a, (Interferon-alpha-2a, Roferon-A) Hoffmann-La RechG, Grenzach-Wylen.
IFN-B, (Interferon-beta-1a, Rebiff 22) Merck Serano, iBstadt.

2.1.4 Zytostatika

Fotemustin (Muphoran®)
Diethyl (1-(((2-chloroethyl)(nitroso)carbamoyl)anafethyl)phosphonat
Servier, Minchen
Methylmethansulphonat
MMS Sigma-Aldrich, Miinchen

Temozolomid (Temoda®)

4-Methyl-5-ox0-2,3,4,6,8-pentazabicyclo (4.3.0)a@n7,9-triene-9-carboxamid
Schering-Plough, Miinchen

2.1.5 Software

Cell A Olympus, Hamburg

CellQuest Pro BD Pharmingen, Heidelberg
GeneSnap Syngene, Cambridge, UK
GeneTools Syngene, Cambridge, UK

Kinetic Imaging Komet 4.0.2. BFI-Optilas, Puchhei

WinMDI http://facs.scripps.edu/software.html

2.1.6 Medien und Komponenten fur Zellkultur

RPMI 1640 plus L- Gutamin PAA, Pasching, Ostehre

DMEM high Glucose PAA, Pasching, Osterreich
McCoy’'s 5A Lonza, bioWhittaker, Basel, Schweiz
Fotales Kalberserum (FCS) biowest, Nuaillé, kraich

Fotales Pferdeserum (FHS) PAA, Pasching, Ostérre

Penicillin / Streptomycin PAA, Pasching, Ostérh

L-Gutamin PAA, Pasching, Osterreich

Trypsin (10x) PAA, Pasching, Osterreich

2.1.7 Antikorper

anti-Bak pAb (1:1000) Cell Signaling Technologyafkfurt
anti-Bax pAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology, Hdlierg
anti-Bcl-2 mAb  (1:500) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-Caspase-3 pAb (1:1000) Cell Signaling Techgpld-rankfurt
anti-Caspase-7 pAb (1:1000) Cell Signaling Techgpld-rankfurt
anti-Caspase-8 mAb  (1:1000) Cell Signaling Techgpld-rankfurt
anti-Caspase-9 pAb (1:1000) Cell Signaling Techgpld-rankfurt
anti-Erk?2 pAb  (1:6000) Santa Cruz Biotechnologydédierg
anti-FADD pAB  (1:1000) Merck (Calbiochem), Darmstad
anti-Fas-R mAb  (1:1000) Santa Cruz Biotechnologidelberg
anti-Fas-R (agonistisch) mAb AXXORA GmbH, Lérrach
antiyH2AX [p-H2AX(Ser139)] mAb  (1:1000) Upstate, NY/USA
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anti-IFN-R pAb (1:500) Santa Cruz Biotechnology thdberg
anti-MGMT pAb (1:1000) Institut fiir Toxikologie, Miaz
anti-MLH1 pAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology,tdberg
anti-MSH2 mAb  (1:1000) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-MSH6 mAb  (1:500) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-p15 pAb (1:1000) Cell Signaling Technologyakkfurt
anti-p21 pAb (1:2000) Santa Cruz Biotechnology, le#hdrg
anti-p27 pAb (1:1000) Santa Cruz Biotechnology, le#hdrg
anti-p53 pAb (1:2000) Cell Signaling Technologyafkfurt
anti-Rad 51 mAb  (1:1000) Merck (Calbiochem), Dasast
anti-Rad 52 pAb (1:2000) Cell Signaling Technologsankfurt
anti-PCNA mAb  (1:1000) Santa Cruz Biotechnologydddberg
Anti-PMS2 mAb  (1:1000) BD Pharmingen, Heidelberg
anti-Puma pAb (1:1000) Cell Signaling Technologsartkfurt
anti-RPA(p34) mAb  (1:4000) NeoMarkers, Asbach

IgG Kaninchen (HRP konjugiert) (1:4000) Amersh&rgunschweig

IgG Maus (HRP konjugiert) (1:4000) Amersham, Bisahweig
AlexaFluor 488 Ziege-anti-Maus (1:500) Invitrog&@risruhe

AlexaFluor 546 Ziege-anti-Maus (1:500) Invitrog&@risruhe

0-CD3 BD Pharmingen, Heidelberg
0-CD28 BD Pharmingen, Heidelberg

2.1.8 Puffer und Stammldsungen

Alle Losungen und Puffer wurden Mbidestangesetzt.

Bradford 8,5% Phosphorséure,
4,75% Ethanol,
1% Commasie blue G250
(anschlieend filtern)

PBS (pH 7.4) 137 mM NacCl,
2,7 mM KClI,

6,5 MM NaHPQ,,

1,5 mM KH,PQ,,
0,7 mM CaCj,
0,6 mM MgC}h

Ponceau S Ldsung 0,1% Ponceau
5% CHCOOH

Protein-Transfer-Puffer 50 mM Tris

384 mM Glycin
20% Methanol

SDS-Trenngel (5%) (7,5) (10%)12%) (15%) (7,2) (6,5) (5,7Y5,1) (4,3)ml A.bidest
3 ml Tris-H@H 8,8)
120 pl SDS (10%)
(1,5) (2,3) (3,0)3,6) (4,5)ml Acrylamid (40%)
60 ul APS (10%)
6 ul TEMED
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SDS-Sammelgel (4%) 4,4 ml A.bidest
0,76 ml Tris-H@H 6,8)
60 pl SDS
0,76 ml Acrgiad (40%)
60 pl APS (10%)
6 pl TEMED
SDS-Laufpuffer (5x) 0,25 M Tris
1,92 M Glycin
TBE-Puffer (pH 8.2) (5x) 450 mM Tris
450 mM Borsaure
6,25 mM EDTA
TBS-Puffer (pH 7,6) (10x) 24,2 g Tris-HCI

80 g NaCl ad 1A.bidest

TE-Puffer (pH 8,0) 10 mM Tris-HCI
1 mM EDTA

2.1.9 Vektoren

pSV2MGMT: Aus dem PlasmidvektopSV2neo(Southern and Berg 1982) wurde das
Neomycinresistenzgen zugunsten des humanen MGMB-@angetauscht (Kaina et al.
1991).

pcDNA3-FADD-DN: In den pcDNA3 Vektor wurde eine trunkierte Versider FADD
cDNA kloniert, welcher die Todes-Effktor-Domane lte{(DN-FADD) (Tewari and Dixit
1995; Chinnaiyan et al. 1996).

pTER+ Caspase:8In den pTER+ Vektor (van de Wetering, 2003) wurdeeriidie

Schnittstellen  Bgl 1l und Hind 1l eine Caspase-8iRMA Sequenz
(5 GGGTCATGCTCTATCAGAT 3’) kloniert (Ehrhardt el.e2008). Als Kontroll-siRNA
wurde Uber die selben Schnittstellen eine HRS-Seque

(5 GATCATGTAGATACGCTAC 3’) kloniert.

2.1.10 Primer

Primer fur qRT-PCR-Experimente

Zyklen-  Anealing-

Gen Sequenz Zahl Temperatur (°C)

pl5 5-TGG GGG CGG CAG CGA TGA G-3' (up) 29 72
5'-AGG TGG GTG GGG GTG GGA AAT-3’ (low)

p27 5'-AAC GTG CGA GTG TCT AAC GGG AGC-3' (up) 28 63,5
5'-CGA CGG ATC AGT CTT TGG GTC CAC-3’ (low)

gapdh 5-CCC CTC TGG AAA GCT GTG GCG TGA T-3' (up) 21 56
5'-GGT GGA AGA GTG GGA GTT GCT GTT GA-3’ (low)

Rad52 5-GAC GCA CAG CAC TCC TGT AAC-3' (up) 28 63,5
5'-CAT CTG TCC AGA GCC TCT CC-3' (low)

Rad 54 5'-CAT CAT GGC TGA TGA GAT GG-3’ (up) 29 58,5
5'-TGA GGA TGG GAG AAG ACA CC-3' (low)
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2.1.11 Zelllinien

Humane Pankreaskarzinom Zelllinien

PA-TU 8902 Adenokarzinom des exokrinen Pankreas
PA-TU 8988T Adenokarzinom des exokrinen Pankreas
Panc-£ Tumor des Pankreas-Gangs

Su8686 Tumor des endokrinen Pankreas
Capan-1 isoliert aus Lebermetastasen

Capan-2 Adenokarzinom des exokrinen Pankreas
Aspc-12 isoliert aus Aszitesmetastasen

BxPc-3 Adenokarzinoms des exokrinen Pankreas
MiaPaCa-2 Tumor des endokrinen Pankreas

HS 766T isoliert aus Lymphknotenmetastasen

Humane maligne Melanom Zelllinien

D05 %4 isoliert aus Primartumor
D143%4 isoliert aus Primartumor
RPMI 7951 isoliert aus Lymphknotenmetastasen
A375° isoliert aus Primartumor

! Zellen wurden von der Deutschen Sammlung von Mikganismen und Zellkulturen GmbH (DSMZ)
bezogen

2 Zellen wurden von der American Type Culture Cdltat (ATCC) bezogen

% Zellen wurden von Prof. C.W. Schmidt (InstituteMédical Research, Australien) zur Verfiigung géstel

4 Zellen wurden von Prof. T. Wélfel (Institut fiir Réatologie/Onkologie; Mainz) zur Verfiigung gestellt

2.2 Methoden

2.2.1 Zelllinien und Zellkultur

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in Zellkultualschen oder -schalen im Inkubator bei
37°C und 7% C@in wassergesattigter Atmosphéare. Die Zelllinien-RA 8902, Panc-1
SuU8686, BxPc-3, Aspc-1, HS 766T und Mia-PaCa-2 sadwe Melanomzelllinien D05,
D14 und A375 wurden in RPMI 1640-Medium mit 10% F&Stiviert. PA-TU 8988T
wurde in DMEM kultiviert mit 5% FCS und 5% fétalerierdeserum. Fir Capan-1 wurde
DMEM verwendet mit 20% FCS. Die Melanomzelllinie®P®Rl 7951 wurde in DMEM
mit 10% FCS kultiviert. Capan-2 wurde in McCoy's Bedium mit 10% FCS kultiviert.
Allen Medien wurde zusatzlich 1% Penicillin/Strepiycin zugesetzt. Die Zellen wurden
zweimal wochentlich passagiert. Dazu wurde das dauf Zellen befindliche Medium
abgenommen, die Zellen einmal mit PBS gewascherdunch Trypsin (0,25%) von dem
Kulturgefal3 abgeldst. Nach Aufnahme der Zellenriachem 37°C warmem Medium,
wurden die Zellen in einer Neubauer-Zahlkammer lkzdnd entsprechend verdinnt
ausgesat. Zum Einfrieren der Zellen wurden expoeknwachsende Zellen verwendet.
Diese wurden geerntet, in frischem Medium aufgenemomd in einer Kuhlzentrifuge bei
4°C und 1000 Upm fur 5 min zentrifugiert. Der Uliarsl wurde verworfen und das
Zellpellet in 1 ml Einfrierserum (FCS mit 10% DMS&suspendiert und in Kryoréhrchen
Uberfuhrt. Diese R6hrchen wurden in Zellstoff vetgaind Uber Nacht bei -80°C gelagert.
Nach 24 h wurden die Kryorohrchen zur Langzeit-Awfahrung in flissigen Stickstoff
Uberfuhrt. Zum Kultivieren gelagerter Zellen wurdee gefrorene Zellsuspension durch
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37°C warmes Medium aufgetaut und in ein 15 ml Reakgefal? Gberfuhrt. Die Zellen
wurden 5 min bei 1000 Upm zentrifugiert um die Rets DMSO auszuwaschen. Danach
wurde das Zellpellet in frischem 37°C warmem Mediwasuspendiert und in eine
Kulturflasche tberfuhrt.

Alle etablierten Zelllinien wurden durch das Mykapina-Detektions-Kit (Minerva
Biolabs, Berlin) regelmanRig auf eine Mykoplasmertiomnation hin untersucht.

2.2.2 Behandlung von Zellen mit Interferon

Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich bdntgferon-Behandlung immer um

eine 24-stundige Vorinkubation. Dafir wurden did&enten, exponentiell wachsenden
Zellen mit 300 oder 3000 I.E./ml Interferanoderf behandelt. Nach 24 h erfolgte ein
Medienwechsel und wenn angegeben eine Behandluhgonisierender Strahlung oder

mit entsprechenden Zytostatika.

2.2.3 Behandlung der Zellen mit ionisierender Strah  lung

Die Behandlung mit ionisierender Strahlung erfolgteadharente Zellen in Kulturschalen
(6 cm) oder fur abgeloste Zellen in 15 ml Reaktgwiél3en. Die letztere Strategie eignete
sich vor allem fur die Behandlung der Zellen beC4bDie Bestrahlung erfolgte mit einer
Dosis von 3,75 Gy/min einer Casium 137 Quelle.

2.2.4 Behandlung von Zellen mit Zytostatika und der  en Zubereitung

Die Behandlung mit den Zytostatika Temozolomid (TMihid Fotemustin (FM) erfolgte
durch Zugabe einer bestimmten Konzentration deeijgyen Losung in das Medium der
Zellen. Durch die kurze Halbwertszeit dieser bei@offe in wassriger Losung war eine
Dauerbehandlung méglich. Zuvor wurde von beiderfif&teeine Stammldsung hergestellt.
Hierfir wurde TMZ mit einer Konzentration von 35 mMDMSO geldst, aliquotiert und
bei -80°C gelagert. FM wurde in 1,5 ml Reaktiona@ef abgewogen und bei -20°C
gelagert. Die Bereitung der Stammldsung (1 png/(folgte stets frisch mit 1/3 EtOH und
2/3 A. bidest Die Behandlung mit MMS erfolgte, aufgrund der éohStabilitdt der
Substanz in Wasser, als Pulsbehandlung fir eined8tuMMS wurde zuvor mif.bidest
auf eine Stock-Konzentration von 100 mM verdiunnuriéén die Zellen zusatzlich mit
IFN behandelt, erfolgte dies 24 h vor der Zytoktwgabe. War eine Co-Behandlung mit
O°BG (Endkonzentration 10 pM) nétig, erfolgte die Yor der Zytostatikagabe. Direkt
vor der Behandlung mit dem Zytostatikum wurde dagdMm gewechselt, um
gegebenenfalls das Interferon zu entfernen, unchmats GBG zugegeben. Danach
wurden die Zellen bis zum gewilnschten Zeitpunkiiwiet.

2.2.5 Erstellen einer Wachstumskurve

Um die Verdopplungszeit der Zellen mit und ohnetferon zu bestimmen, wurden 5x*10
Zellen in eine 6 cm Schale ausgesat. Nachdem dienzéaber Nacht adhéariert waren,
wurde die erste Kontrolle (0 h) geerntet und distlighen Zellen gar nicht bzw. mit

300 I.E./ml IFNf behandelt. Nach einer Inkubation von 24 h wurde ldgerferon durch

einen Medienwechsel entfernt und der 24 h WertrgeerMit den unbehandelten Zellen
wurden in gleicher Weise verfahren, um Schwankurmyevermeiden. Danach wurden die
Zellen bis zu 144 h alle 24 h mittels Trypsin géerrund in einem Volumen von 2 ml
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aufgenommen. Die Bestimmung der Zellzahl erfolgtet mMilfe der Neubauer-
Zahlkammer.

2.2.6 Bestimmung des Zelliiberlebens durch den Kolon iebildungstest

Zur Durchfiihrung eines Koloniebildungstestes wurden nach Strahlendosis bzw.
Zytostatikakonzentration 5x 10- 2x 1d Zellen in 6 cm Schalen ausgeséat. Je nach
Zellwachstum wurden die Zellen zehn bis 14 Tagérizehandlung fixiert. Die Fixierung
erfolgte durch ein Gemisch aus einem Teil Essigsdemem Teil Methanol und acht
Teilen A. bidest.fir 30 min. Anschlie3end wurden die Zellen dur¢h51% v/v Giemsa /
0,125 % wl/v Kristallviolett fur 10 min angefarbt ditKolonien, bestehend aus mindestens
50 Zellen, ausgezahlt. Die Anzahl der gezahlteroKiein wurde relativ auf die Zahl der in
den Kontrollen gewachsenen Kolonien bezogen.

2.2.7 Bestimmung des Zelltods am Durchflusszytomete r

Alle Messungen am Durchflusszytometer wurden anerainFACSCalibur (BD
Pharmingen, Heidelberg) durchgefiihrt. Jede Mesbestand aus der Analyse von 1% 10
Zellen.

2.2.7.1 Bestimmung der SubG1 Fraktion und der Zellz  yklusverteilung

Bei der Messung der SubG1l Fraktion wird der DNA @&ehder Zellen am
Durchflusszytometer bestimmt. Dadurch ist diese hdde auch dazu geeignet, die
Zellzyklusverteilung zu bestimmen. Da es beim Tat dellen durch Apoptose unter
anderem zu einer Fragmentierung bzw. im folgenderauf auch zu einem Abbau der
DNA der Zellen kommt, liegt somit der DNA-Gehalediender Zellen unter dem DNA-
Gehalt von Zellen in der G1-Phase. Somit entspudodtZellpopulation mit einem DNA-
Gehalt < G1 (SubG1) dem Anteil toter Zellen (Nidblet al. 1991; Fraker et al. 1995). Fur
die Bestimmung des Zelltods tiber die SubG1 Fraktiorden zwischen 5x faind 1x 16
Zellen in 6 cm Kulturschalen ausgesat und entsgratibehandelt. Nach der gewiinschten
Zeit wurden die Zellen geerntet, indem erst derrsliaed in ein 15 ml ReaktionsgefaR
Uberfuhrt wurde und anschlieRend, nach Trypsinbdlhag, die abgelosten Zellen
ebenfalls in dieses Reaktionsgefald transferiertlamur Danach wurde die Zellsuspension
5 min bei 1000 Upm zentrifugiert. Der Uberstand deuverworfen und das Zellpellet in
150 pl PBS resuspendiert. Zum Fixieren der Zellenden 2 ml eiskaltes 70 %iges EtOH
zugegeben und die Zellen fir mindestens 1 h (hénkstber 4 Wochen) bei -20°C
gelagert. Um die Zellen fur die Messung vorzubergitwurden sie erneut zentrifugiert
(5 min; 1500 Upm). Der Uberstand wurde verworfen gias Zellpellet zum Verdau der
RNA mit RNase A (Endkonzentration 0,03 pg/ml) in33%u PBS fiur 1h bei
Raumtemperatur inkubiert. Direkt vor der Messungdewie DNA mit 164 pl Propidium-
jodid-Losung (50 pg/ml) angefarbt. Die quantitatiealyse erfolgte mittels der CellQuest
Pro Software und der WinMDI Software.

2.2.7.2 Annexin V / Propidium-jodid Doppelfarbung

Diese Methode basiert auf einer Umlagerung der ptraaglylserin-Reste von der
Innenseite auf die AulRenseite der Zellmembran, @iasfrihes Ereignis der Apoptose
darstellt (Vermes et al. 1995). Durch Annexin-V-ElITkOnnen diese umgelagerten
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Serinreste nachgewiesen werden. Es wurden in 6atraléh 2x 16— 1x 18 bzw. in 24-
Lochplatten 5x 10— 1,5x 10 Zellen ausgesat und beim Ernten der Uberstanddiad
durch Trypsin abgeltésten Zellen vereinigt. Nach d&aschen der Zellen mit kaltem PBS
und einem Zentrifugationsschritt (1000 Upm, 5 ndn,C) wurde das Zellpellet in 50 pl
Annexin-Bindungspuffer (10 mM HEPES (pH 7,4), 140MnmNaCl, 2,5 mM CaCl
0,1 % BSA) aufgenommen und auf Eis gestellt. Ane@and wurden 2,5 pl Annexin V-
FITC zu den Zellen gegeben und 15 min auf Eis ikatbUm die DNA anzufarben
wurden pro Ansatz 430 pl Bindungspuffer und 10 ul(%0 pg/pl) zugegeben. Die
Messung am Durchflusszytometer erfolgte direkt imséhluss und wurde mit Hilfe der
CellQuest Pro Software und der WinMDI Software difemert. Die Zellpopulation,
welche weder flir Annexin V noch fir PI positiv isgschreibt die lebende Population. Die
nur Annexin V positiven Zellen stellen die frih gpatische Population dar, die Annexin
V und PI positiven Zellen die spat apoptptisched nekrotischen Zellen.

2.2.8 Isolierung von Gesamt-RNA

Die Isolierung von Gesamt-RNA erfolgte mit HilfesdBlucleoSpin RNA II-Kits oder des
NucleoSpin RNA/Protein-Kits, beide von Machery & géh (Diren) nach Angaben des
Herstellers.

2.2.9 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Konzentrationsbestimmung erfolgte am Photométewassriger Losung. Hierbei
wurde die Absorption bei verschiedenen Wellenlang260 nm, 280 nm, 230 nm)
gemessen. Eine QB von 1 entspricht 40 pg/ml RNA. Den Grad der Veeumgung der
Probe mit Protein wird durch das Verhaltnis £fDD,go beschrieben. Fir reine RNA
liegt dieser Wert unter 2,0. Der Wert fur nichtd@gte Nukleinsauren (OlyOD-3q) sollte
0,005 nicht tberschreiten.

2.2.10 Synthese von Nukleinséure in vitro

2.2.10.1 Synthese von cDNA

Die Synthese von cDNA aus Gesamt-RNA erfolgte isittees ,First Strand Synthesis-
Kit“ von Sigma-Aldrich (Munchen) nach Angaben deersiellers. Fur die Reaktion
wurden 0,6 ng Gesamt-RNA eingesetzt.

2.2.10.2 Quantitative Reverse Transkriptase-Polymer ase-Kettenreaktion
(QRT-PCR)

Diese Methode wird verwendet um zu untersuchenwaicher Gréf3enordnung ein
bestimmtes Gen (reprasentiert durch ein Fragmesgedi Gens) auf mRNA-Ebene im
Vergleich zu Referenzproben transkribiert wurdei @& PCR handelt es sich um eine
Methode, um kurze Nukleinsaurestiicke zu amplifemer Dies kann, durch eine
Denaturierung der nach jedem Zyklus neu entstamdBiA-Doppelstrange, beliebig oft
wiederholt werden. Um spezifische Nukleinsdurestiizk vervielfaltigen, sind Primer
notwendig, die auf den verschiedenen Strangen & Binden und mit ihren 3"-Enden
aufeinander zuweisen. Durch die thermostabile Peigse des Bakterium§hermus

43



Material und Methoden

aquaticuswerden die Primer an ihrem 3-OH-Ende anhand deliegenden Matrize
verlangert. Die neu synthetisierten Stradnge diemenachsten Zyklus wieder als Matrize,
an welche die Primer hybridisieren kénnen. Daduvgdichst die Anzahl an DNA-
Fragmente exponentiell an. Fur die gqRT-PCR wird aD#f\hgesetzt, die aus Gesamt-RNA
synthetisiert wurde. Die Reaktionen wurden mit 0,4 ul der synthetisierten cDNA in
einem Endvolumen von 25 pl mit Master Mix Red (Amph, Hamburg) nach Angaben
des Herstellers durchgefihrt. Die PCR wurde mgdalden Parametern durchgefihrt:

1 Mal 2 min bei 95°C;
x! Mal Synthesezyklus (30 sec bei 95°C-Denaturigrun

45 sec bek” °C-Annealing, 60 sec bei 72°C-Verlangerung);
1 Mal 5 min bei 72°C.

x": siehe 2.1.10: Zyklenzaht*: siehe 2.1.10: Anealing-Temperatur

2.2.11 Herstellung von Gesamtzellextrakten |

Je nach Fragestellung wurde der Uberstand mit dgel@sten Zellen vereinigt oder nur
die abgelosten Zellen verwendet. Nach einem Zagationsschritt (1000 Upm, 5 min,
4°C) wurde der Uberstand verworfen und das Zeblpéti 1 ml PBS resuspendiert und in
ein 1,5 ml Reaktionsgefal? Uberfuhrt. Darauf folgia weiterer Zentrifugationsschritt
(3200 Upm, 5 min, 4°C), nach dem der Uberstandutmerworfen wurde. Das Zellpellet
wurde in flissigem Stickstoff schockgefroren und-B8°C gelagert.

Zur Herstellung der Extrakte wurden die Pellets Bigf aufgetaut und je nach GroR3e in
einer bestimmten Menge (100 — 500 pl) Fraktionigapuffer C (20 mM Tris-HCI
[pH 8,5], 1 mM EDTA, 1 mMB-Mercaptoethanol, 5% Glycerin, 0,5 mM PMSF, 10 mM
DTT, 1 pM NaVO, Completé") resuspendiert. Mittels Ultraschall (3x 10 PulBeity
cycle: 40%, Output control: 4) wurde die Zellmembeafgebrochen und das Proteinlysat
durch Zentrifugation (14000 Upm, 15 min 4°C) gekl@ie Extrakte wurden bei -80°C
gelagert. Eine Proteinbestimmung erfolgte nach #rad’s. 2.2.14).

2.2.12 Herstellung von Gesamtzellextrakten Il

Adhérente Zellen, 70 — 80 % konfluent, wurden imeeil0 cm Kulturschale zweimal mit
PBS gewaschen und anschlieend in 200 pl heiBench 1feonzentriertem
Proteinprobenpuffer (Roth, Karlsruhe) aufgenomnidgich langsamer Rotation der Platte
wurden die vereinigten Zellen in ein 1,5 ml Reahsigefald tberfuhrt. Mittels Ultraschall
(1x 10 Pulse, Duty cycle: 40 %, Output control:wirden DNA und Membran zerstort
und die Proben 5 min bei 95°C denaturiert. Die &« wurden bei -20°C gelagert. Eine
Proteinangleichung erfolgte mittels Western-Blotafse.

2.2.13 Herstellung fraktionierter Zellextrakte

Diese Methode ermdglicht das Herstellen von Zytapla-, Kern-, und Membranextrakten
aus einer Probe. Hierfur wurden die Zellen wie ur .1 beschrieben geerntet. Das
Zellpellet wurde je nach Grofe in 100 — 500 pl Ecakerungspuffer A (10 mM Hepes-
KOH [pH 7,4], 0,1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 250 mM Saccbae, 0,5 mM PMSF,
10 mM DTT, 1 uM NavO., Completé") resuspendiert und in fliissigen Stickstoff
Uberfuhrt. Danach wurden die Proben bei 37°C auh ddeizblock aufgetaut, 5 sec
gevortext und wieder in flissigen Stickstoff traargért. Durch dreimaliges Wiederholen
dieses Vorgangs wurde selektiv die Zellmembran tddrs Nach einem
Zentrifugationsschritt (700 g, 10 min, 4°C) wurdeer dUberstand, welcher der
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Zytoplasmafraktion entspricht, in ein neues 1,5 Rdaktionsgefal3 Uberfuhrt und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Das verbledeerPellet, bestehend aus Zellkernen
und Membranfragmenten, wurde in 100 — 250 ul Foalkgrungspuffer C (20 mM Tris-
HCI [pH 8,5], 1 mM EDTA, 1 mMp-Mercaptoethanol, 5% Glycerin, 0,5 mM PMSF,
10mM DTT, 1 uM NavOs Completé") aufgenommen und mittels Ultraschall
(3x 10 Pulse, Duty cycle: 40%, Output control: 4¢ ¢&ernmembranen aufgebrochen.
Durch Zentrifugation (14000 Upm, 15 min, 4°C) wund#ie Membranfragmente pelletiert
und somit von den Kernproteinen (Uberstand) getreliese wurden ebenfalls in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Das Membralepeivurde, je nach GréRRe, in
50 — 100 ul Fraktionierungspuffer B (Fraktionierspgffer C + 1% Triton X-100) durch
sorgfaltiges resuspendieren gel6st und in flissigeckstoff Gberfuhrt. Alle Fraktionen
wurden bei -80°C gelagert. Die Proteinbestimmurer & xtrakte erfolgte nach Bradford
(s. 2.2.14).

2.2.14 Proteinbestimmung nach Bradford

Der Bradford-Test (Bradford 1976) ist eine photamehe Methode zur quantitativen
Bestimmung von Proteinen. In saurer Losung biléetFarbstoff Comassie-Brilliant-Blau

mit den Seitenketten der Proteine Komplexe. Hierdurverschiebt sich das

Absorptionsspektrum von 470 auf 595 nm. Die Zunalu®&eAbsorption bei 595 nm ist

hierbei ein Mald fur die Proteinkonzentration. Unm deroteingehalt der verschiedenen
Extrakte zu bestimmen, wurde in einer 96-Lochplatigl der Probe mit 200 ul Bradford-

Reagenz versetzt und die Absoption nach 15 mindaton im Dunklen am Mikroplatten-

Reader bei 600 nm bestimmt. Die Proteinkonzenmmatimrde anhand einer Eichkurve
(0 — 5 pug BSA) errechnet.

2.2.15 Western-Blot-Analyse

2.2.15.1 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-P  AGE)

Diese Methode beruht auf der gelelektrophoretischAaftrennung von Proteinen nach
ihrem Molekulargewicht (Laemmli 1970). Hierbei werd je nach Grof3e des zu
detektierenden Proteins, denaturierende Polyacrgigete mit 5, 7,5, 10, 12, oder 15 %
Acrylamid-Anteil verwendet. Zuerst wurde das Tresingwischen zwei Glasplatten (Bio-
Rad, Minchen) gegossen und mit Isopropanol Ubetsiti Nach Beendigung der
ca. 30-mindtiger Polymerisation wurde das Isopropaerworfen und auf das Trenngel
ein Sammelgel gegossen, in welches ein Kamm eiaghbrwurde um Ladetaschen
auszusparen. Nach Beendigung der Polimerisatiordevaier Kamm entfernt und die
Taschen mit SDS-Laufpuffer ausgespult. Pro Tascheden zwischen 25 und 50 pg
Protein geladen, was zuvor mit ¥4 Volumen Ladepuffersetzt und 5 min bei 95°C
denaturiert wurde. Die Auftrennung erfolgte in SD&sfpuffer bei 130 V.

2.2.15.2 Western-Blot-Transfer

Nach der Auftrennung der Proteine wurden diese hduidektrophorese auf eine
Nitrocellulosemembran Ubertragen. Hierfir wurde Ba$yacrylamidgel auf eine in Blot-
Puffer getrankte Nitrozellulosemembran gelegt. Bes@iten wurden von einem ebenfalls
mit Puffer getranktem Watman-Papier und einem Saomwiaich umschlossen, in einer
Halterung fixiert und vertikal in eine mit Blot-Haf geflillte Transferkammer gestellt, so
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dass die Nitrozellulosemembran zur Anode hin oientwar. Die Uberfiihrung der

Proteine erfolgte bei 300 mA fiir eine Stunde (Mirans Blot Cell, Biorad, Minchen), bei
300 mA fur 3 h (Trans Blot Cell, Biorad, Mincherjen bei 100 mA Uber Nacht. Nach
dem Transfer wurde die Beladung des Nitrozelluitise$ durch Farbung mit Ponceau S
Lésung Uberprift. AnschlieRend wurde die Membrah TBIS-Tween20 (0,1 %) gespdlt,

um die Farbelbsung zu entfernen.

2.2.15.3 Detektion von Proteinen mittels Antikrper  n

Zur Vermeidung unspezifischer Antikérperbindungeurde die Membran 1 h bei
Raumtemperatur mit einer Blockierungslosung (5 %géftmilch in TBS-Tween20
(0,1 %)) geblockt. Die Inkubation mit dem primar&ntikorper (1:500 — 1:4000) erfolgte
in 5 % BSA in TBS-Tween20 (0,1 %) oder in Blockiegsltsung (je nach Angaben des
Antikorper-Herstellers) Uber Nacht bei 4°C. Am nstelm Tag wurde die Membran
3x 10 min mit TBS-Tween20 (0,1 %) gewaschen undlfir mit dem HRP-konjugierten
Sekundarantikérper (1:4000) inkubiert. Danach wulde Membran ebenfalls 3x 10 min
gewaschen. Das Chemolumineszenzsignal der gebumdemeorper wurde durch ein
ECL-Kit auf einem ,high performance chemoluminesmerfilm“ (beide Amersham,
Braunschweig) dokumentiert. Sollte auf der Membeam zweiter primarer Antikorper
verwendet werden, wurde sie 2x 20 min in 100 mMcdalpsung (pH 2,8) inkubiert, um
die vorigen Antikoérper zu entfernen. Danach wurde Mitrocellulosefilter 1x 10 min mit
TBS-Tween20 gewaschen und erneut 1 h in Blockiesidsgng inkubiert.

2.2.16 Immunfluoreszenz ( yH2AX-Foci)

2.2.16.1 Vorbereitung der Deckgléaser und Ansetzen d es Versuchs

Die Reinigung der Deckglaser (20x 20 mm) erfolgtef5 min in Diethylether und einem
anschlieBenden Waschen fur 5 min mit 100 %igemrieth® min mit 70 %igem Ethanol

und mitA.bidest Damit sich die Zellen auf den Deckglasern aninekiénnen, wurde ihre

Oberflache durch eine 20 minutige Behandlung mi KCI aufgeraut. Die Lagerung der
Deckglaser erfolgte in 70 %igem Ethanol. Fir digsvdehe wurden jeweils zwei solcher
Deckglaser in eine 6 cm Kulturschale gelegt. NadtlsitAndigem Verdampfen des
Alkohols wurden die Zellen ausgesat und entsprethehandelt.

2.2.16.2 Antikorper- und DAPI Farbung

Vor dem Fixieren der Zellen wurde zunachst das Medabgenommen und die Zellen
einmal mit PBS gewaschen. Das Fixieren erfolgte ABS mit einem 4 %igem
Formaldehydanteil fur 15 min bei Raumtemperatumd2a wurden die Zellen 3x 5 min
mit PBS gewaschen und anschliel3end mit eiskaltedn%i@em Methanol Uberschichtet
und fir 20 min bei -20°C gelagert. Im folgenden@tivurde jeweils ein Deckglas in eine
2 cm Schale uberfuhrt und 1 h in Blockierungslos(:&6 BSA in PBS mit 0,3 % Triton
X-100) bei Raumtemperatur inkubiert. Nachdem dasciBhedium abgenommen wurde,
wurden je 50 pl Primarantikorper mit einer Verdimguvon 1:1000 in PBS mit
0,3 % Triton X-100 auf jedes Deckglas gegeben. Zchutz vor Austrocknung wurden
die Schalen mit Parafilm versiegelt und tUber Ndwit4°C gelagert. Am nachsten Tag
wurden die Zellen auf dem Deckglas 2x 5 min mit PB$ 2 min mit PBSiigh salt
(0,4 M NaCl) und 1x 5 min mit PBS (0,3 % Triton X{) gewaschen. Anschlie3en
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wurden 50 pul des fluoreszenzgekoppelten Sekundiédapers (1:500 in PBS,

0,3 % Triton X-100) auf die Deckglaser gegeben undDunkelheit fir 1 h bei

Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde erneut 2wirb mit PBS, 1x 2 min mit PBS-
high salt (0,4 M NaCl) und 1x 5 min mit PBS gewaschen. Diebbag des Zellkerns
erfolgte mit DAPI. Hierfur wurden die Zellen mit99ml DAPI-Farbelésung (100 ng/ml
DAPI in PBS mit 0,1 % Tween20) fir 15 min inkubiemd anschlielBend zweimal mit
PBS (0,1 % Tween20) gewaschen.

2.2.16.3 Versiegelung der Proben und Auswertung

Zum Schutz der Praparate vor Ausbleichung und Aaktrung wurden die Proben mit
DAPCO-L6sung (1 % DAPCO, 90 % Glycerin in PBS) vagelt. Hierfir wurde auf einen
Objekttrager jeweils 15 ul pro Deckglas DAPCO-L&guaufgebracht und die beiden
Deckglaser des Doppelansatzes mit der mit Zellemabbsenen Seite nach unten in die
Losung gelegt. Nach Abtupfen der Uberschissigesskgkeit wurden die Deckglaser mit
Nagellack versiegelt. Die Dokumentation und Auswegtder Praparate erfolgte an einem
Fluoreszenzmikroskop mit Hilfe einer Digitalkamenad der Software Cell A (Olympus,
Hamburg). Auch die Anzahl der Foci wurde mit Hiffieser Software bestimmit.

2.2.17 Messung der O °-Methylguanin-DNA-Methyltransferase Aktivitat
(MGMT-AKktivitats-Test)

Diese Methode beruht auf der Ubertragung radioaktarkierter Methylgruppen von
Kalbsthymus-DNA auf das MGMT-Protein des zu untehsnden Zellextrakts. Die
Radioaktivitat, die von der DNA auf das MGMT-Pratgibertragen wurde, ist ein Mal3 flr
die Methyltransferase-Aktivitat. Fur die Messung rden 40 pl [H%-Methyl-N-
Nitrosoharnstoff markierte Kalbsthymus-DNA (ca. 80Gcpm) mit 200 pg Gesamtprotein
des zu untersuchenden Extrakts in 200 ul Reaktidfesp(70 mM Hepes-KOH (pH 7,8),
1 mM DTT, 5 mM EDTA) aufgenommen. Nach einer Inkiitsa von 90 min bei 37°C
erfolgte die Zugabe von 100 pg BSA. Die DNA wurderath Zugabe von 400 pl
Trichloressigsaure (TCA) (13 %) und 15 minutigesfkdehen der Proben bei 95°C
hydrolysiert. Durch ein anschlie3endes AbkihlenRi@ben auf Eis wurden die Proteine
gefallt und durch Zentrifugation (10 min, 14000 Upsedimentiert. Nach dreimaligem
Waschen mit 5 %-iger TCA-LOsung (5 %) wurden sierctuZugabe von 300 pl
0,2 N NaOH hydrolysiert. Die gebundene Radioakiivivurde nach Zugabe von 5 ml
Szintillationsflussigkeit im Szintillationszahlee&timmt. Die MGMT-Aktivitat wurde in
fmol/mg Gesamtprotein angegeben.

2.2.18 Stabile Transfektionen

2.2.18.1 Stabile Transfektion von MGMT in Saugerzel len

Fur die stabile Transfektion von Zellen mit MGMT sdle eine Co-Transfektion mit dem
Expressionsvektor pSV2MGMT, der das MGMT Gen tréagigd dem pSV2neo Plasmid
durchgefuhrt. Letzteres tragt ein Geneticin-Genspiteren Selektion der positiven Klone.
Als Transfektionsreagenz wurde Effectene (Qiagenilded) verwendet. Eine
subkonfluente Zellkulturschale (10 cm) wurde mib Jyg pSV2MGMT und 0,5 pg
pSV2neo transfiziert. Anschlieend wurden die masit Klone durch Zugabe von
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0,4 mg/ml G418 selektiert und die Kolonien in ei@d-Lochplatte Uberfuhrt. Die
Expression von MGMT wurde durch Western-Blot-Analysnd den MGMT-Aktivitats-
Test Uberprift.

2.2.18.2 Stabile Transfektion von DN-FADD und Caspa se-8 siRNA in
Saugerzellen

Fur die stabile Transfektion der Zellen mit DN-FADQdder einem Vektor, welcher eine
Caspase-8 siRNA wurden die Vektoren pcDNA3-FADD-bikw. pTER+ Caspase-8
verwendet. Die Zellen wurden mit dem Transfektieagenz Effectene (Qiagen, Hilden)
nach Angaben des Herstellers transfiziert. Die tp@si Klone wurden mit 0,4 mg/ml

G418 bzw. 300 pg/ml Zeocin selektiert und die Kadonin eine 24-Lochplatte Gberfuhrt.
Die Expression von DN-FADD bzw. Caspase-8 wurdeclluvVestern-Blot-Analyse

Uberpraft.

2.2.19 Bestimmung der DNA-Synthese durch BrdU-ELISA

Zur Bestimmung der Zellproliferationsrate wurde emmunologisch-colorimetrischer
Test (Cell Proliferation ELISA, BrdU colorimetricitk Roche, Mannheim) verwendet.
Diese Methode basiert auf der Messung der Inkotjpmsrate des Thyminanalogon
Bromodesoxyuridin (BrdU) wahrend der DNA-Synthebierfir wurden 1x 19 Zellen
pro Ansatz in eine Mikrotiterplatte ausgesat undinvangegeben am darauf folgenden Tag
fur 24 h mit Interferon behandelt. Die entspreclendontrollen blieben unbehandelt.
AnschlieRend wurden die Proben fur 3 h mit der Btaidung inkubiert um einen Einbau
zu gewahrleisten. Danach wurden die Zellen bei Remnperatur fixiert und mit dem
Peroxidase gekoppeltem anti-BrdU-POD Antikorper f8® min inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen erfolgte die Zugabe der Sutisdtang (TMB). Diese wird von dem
Peroxidase gekoppelten Antikdrper erkannt und Bpdbitive Zellen werden durch einen
Farbumschlag markiert. Die Einbaurate wurde anfltmmdAbsorption nach 5 — 30 min am
Mikroplatten-Reader bei 492 nm bestimmt.

2.2.20 Neutrale Einzelzellelektrophorese (neutraler  Komet Test)

Diese Methode beruht auf der Messung der MobilittEgmentierter DNA. Hierfur wurden
die Zellen mit 40 Gy bestrahlt, wodurch DNA-Doppedagbriiche erzeugt wurden, was zu
einer gleichmafigen Fragmentierung fuhrte. Durcie éestrahlung zu unterschiedlichen
Zeitpunkten konnte eine Reparaturkinetik erstelgérden. Dies wurde mit und ohne
Interferon-Vorbehandlung durchgefiihrt. Fir diesethdde ist es von essentieller
Bedeutung, dass alle Proben zum gleichen Zeitpauigearbeitet werden. Zum Erlangen
einer Zeitkinetik ist es daher dringend erfordérliddie Proben zu unterschiedlichen
Zeitpunkten zu behandeln.

Es wurden 1x 10Zellen in einer 6 cm Kulturschale ausgesat. DiebBn mit und ohne
Interferon wurden 4 h, 2 h, 1 h, 30 min und die olten direkt vor der Aufarbeitung in
den Schalen bestrahlt. Fir die Kontrollen war emgend notwendig, die Bestrahlung auf
Eis durchzufiihren, um vorzeitige Reparaturvorgdnganterbinden.

Zur Aufarbeitung wurden die Zellen mit Hilfe vonypsin abgel6st und in ein 15 ml
Raktionsgefald tberfuhrt und die Zellzahl bestimhé&ch einem Zentrifugationsschritt
(1000 Upm, 5 min, 4°C) wurde das Zellpellet in datsprechenden Menge eiskaltem PBS
aufgenommen, um eine Zellzahl von 1x°1dellen/ml zu erhalten. 10 ul dieser
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Zellsuspension wurden mit 120 pl LMP-Agarose (0,5n%\.bidest 37°C) gemischt und
auf einen mit Agarose (1,5 % in PBS, uUber Nachtogi&het) beschichteten Objekttrager
aufgebracht. Um eine gleichmaRige Verteilung zu dwelweisten, wurde direkt im
Anschluss ein Deckglas (24x 60 mm) dartber gelégitn Erstarren der Agarose wurden
die Objekttrager fur 5 min bei 4°C gelagert. AngeRénd wurde das Deckglas entfernt
und die Proben fur mindestens eine Stunde im vaigedn Lysepuffer (2,5 M NacCl,
100 mM EDTA, 10 mM Tris, 1 % Na-Laurylsarcosinatl [¥,5 direkt vor Gebrauch
1% Triton X-100 und 10 % DMSO zugeben) bei 4°Cuinikert. Es ist wichtig, die
Inkubationszeit einmal zu definieren und dann figr fdlgenden Versuche beizubehalten.
Nach der Lyse wurden die Praparate aus dem Puffenomgmen, in die
Elektrophoresekammer gelegt und mit kaltem Elektoopsepuffer (90 mM Tris, 90 mM
Borsaure, 2 mM EDTA, pH im neutralen Bereich) @&sbichtet. Nach 15-mindtiger
Elektrophorese (25 V, 4°C) wurden die Objekttragas der Kammer geholt, kurz mit
dH20 gespdilt und fir 5 min in 100 % Ethanol fixiegkhschlie3end wurden die Praparate
Uber Nacht getrocknet. Vor der Auswertung wurde diZNA mit 50 pul
Ethidiumbromidlésung (20 pg/ml) angefarbt und eieckglas (24x 60 mm) aufgebracht.
Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop eiter CCD-Kamera und der
Software Kinetic Imaging Komet 4.0.2. (BFI-OptilaBuchheim). Pro Praparat wurden
50 Zellen ausgewertet, indem da®liye-Tail-Momerit (OTM) bestimmt wurde. Das
OTM ist als das Produkt der DNA-Menge im Komet-Seliw(%) und der Distanz
zwischen dem Zentrum der Masse vom Komet-Kopf K&ell) und dem Ende des Komet-
Schweifs definiert (Olive et al. 1991).

2.2.21 Das linearquadratische Modell

Die Zelliberlebenskurven nach Bestrahlung kdnnerchddas linearquadratische Modell
mit Hilfe folgender Gleichung beschrieben werddnS-=aD + BD? (Technical basis of
radiation therapy, Daniel Arthur Peter and SymourlBlvitt, Springer Verlag, S. 6-10).
Hierbei ist S das Uberleben der Zellen bei einestitrenten Dosis D. Bait und handelt

es sich um zellspezifische Konstanten. Bei einemi$egarithmischen Darstellung
beschreibt die a-Komponente den linearen Anteil der zusammengesetzt
Uberlebenskurve, wahrend dieKomponente den quadratischen Anteil beschreitialee
Ereignisse an der DNA tragen zarKomponente bei, wéhrend subletale Ereignisse,
welche in ihrer Summation zum Zelltod fihren, paKomponente beitragen. Vereinfacht
ausgedriuckt beschreibt dig-Komponente den nicht reparierbaren Strahlenschaden
wéahrend dig3-Komponente den reparierbaren Anteil beschreibt.

2.2.22 Arbeiten mit peripheren Blutzellen

2.2.22.1 Aufreinigung von Lymphozyten

Die Isolation humaner mononuklearer Zellen (Lympher, Monozyten, Thrombozyten)
des peripheren Blutes (PBMCs, ,peripheral blood omuelear cells®) erfolgte aus ,Buffy
Coat* Praparationen, welche bei der Aufarbeitungh \Blutkonserven anfallen. Die
verwendeten ,Buffy Coats* wurden von der Transfuasientrale der Universitatsklinik
Mainz bezogen. Hierbei lassen sich die PBMCs auafgnhrer unterschiedlichen Dichte
von den anderen Blutbestandteilen durch Dichtefegation mit Hilfe eines Ficoll-

Gradienten separieren. Hierfir wurde in ein sterB® ml Reaktionsgefald 10 ml Ficoll-
Hypaque (1,077 g/ml, Biochrom, Belgien) vorgelegid worsichtig mit 20 ml ,Buffy
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Coat" Blut beschichtet. Zellen mit einer Dichte tiked77 g/ml, wie z.B. Erythrocyten und
Granulozyten, befinden sich nach der Zentrifugat{80 min, 1200 Upm, RT, ohne
Bremse) unterhalb der Ficoll-Schicht, wahrend PBM@d Thrombocyten als Interphase
auf der Ficoll-Schicht aufliegen. Die Interphasedrabgenommen und die Thrombozyten
durch mehrmaliges Waschen mit PBS und anschlieRedeéatrifugation (5 min,
1500 Upm, 4 °C) entfernt. Um die Lymphozyten vom déonozyten zu trennen macht
man sich die Adheranzfahigkeit der Monozyten zuauliierfir werden die aufgereinigten
PBMCs (iber Nacht in einer Kulturflasche kultivig&7 °C, 7 % C©). Das Medium,
welches die aufgereinigten Lymphozyten enthalt,dwin eine neue Kulturflasche
uberflhrt.

2.2.22.2 Herstellung des Lymphozytenmediums (500 ml )

Hierbei handelt es sich um RPMI 1640 Medium, dem n8/l L-Glutamin,
110 mg/I Natrium Pyruvat, 2 ml Penicillin/Streptoony und 15 % FCS zugesetzt wurden.
Anschlieend wurde das Medium sterilfiltriert, 1 Naptriumbicarbonat und 1,75 pl
3-Mercaptoethanol zugesetzt.

2.2.22.3 Bestimmung der Lymphozytenanzahl durch Try  pan-Blau-Farbung

Zur Ermittlung der Vitalitat und Anzahl von Suspemszellen nach einer Isolierung aus
dem Blut wurden diese mit 1 Volumen Trypan-Blaw{0%) versetzt und in der Neubauer
Zahlkammer ausgezahlt. Tote Zellen nehmen den tedfbsuf und sind unter dem
Mikroskop an ihrer Blaufarbung erkennbar.

2.2.22.4 Stimulation der Lymphozyten mit CD3 / CDAR8tikdrpern

Isolierte Lymphozyten proliferieren nicht und sind der G1-Phase des Zellzyklus
arretiert. Durch eine Stimulation ihrer spezifiscl@berflachenmarker CD3 und CD28 mit
den entsprechenden Antikérpera-CD3 bzw. a-CD28) beginnen sie zu proliferieren.
Hierfir wurde jedes Loch einer 24-Lochplatte mi024 / well Natriumhydrogencarbonat
(NaHCGQ;, 0,1 M) und jeweils 4 p&i-CD3 fur 1 h bei 37 °C inkubiert. Danach wurde der
Puffer entfernt und einmal mit PBS gewaschen. Zerai Milliliter der Lymphozyten
(0,5x 16 Zellen) wurden 2 p&-CD28 hinzugefiigt und tiber Nacht bei 37 ° inkubiBie
Kontrolle der Proliferation erfolgt am Durchflussagneter.
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3 Ergebnisse

3.1 Untersuchung der radio- und chemosensibilisiere nden
Eigenschaften von Typ-l Interferonen in Pankreaskar  zinom-

Zelllinien

3.1.1 Radiosensibilisierung von Pankreaskarzinom-Ze lllinien durch Typ-I

Interferone

Die adjuvante Therapie des Pankreaskarzinoms hestshChemotherapie, Bestrahlung
oder einer Kombination aus beidem. Die AnsprechiateTumore auf diese Therapien ist
jedoch gering. Eine Kombination aus Chemotherdpéstrahlung und Interferonen (IFNs)
erhoht die Ansprechrate der Tumore und steigerfFdief-Jahres-Uberlebensrate (Picozzi
et al. 2003). In den folgenden Abschnitten wirdzehn Pankreaskarzinom-Zelllinien der
Einfluss von IFN auf Bestrahlung (IR) bzw. auf eBehandlung mit Temozolomid (TMZ)
dargestellt. Bei den zehn Zelllinien handelt e sim Panc-1, Su8686, Capan-2, Bxpc-3,
PA-TU 8988T, Mia-PaCa-2 und PA-TU 8902, welche aisem Priméartumor des
Pankreas isoliert wurden und Capan-1, Aspc-1 und76ksI, welche von verschiedenen
Metastasen, hervorgegangenen aus einem PankreassTisaliert wurden. Von den zehn
Zelllinien ist Capan-2 die einzige p53-Wildtyp Zilie und Capan-1 die einzige Zelllinie
mit einem bekannten Defekt in der homologen Rekoatimn (HR) (BRCAZ2 defizient).

3.1.1.1 Intrinsische Radiosensitivitat der zehn Pan kreaskarzinom-Zelllinien

Die verwendeten zehn Pankreaskarzinom-Zelllinienden hinsichtlich ihrer intrinsischen
Radiosensitivitat untersucht. Hierflr wurden di¢lefemit Dosen von 0, 2, 4, 6 oder 8 Gy
bestrahlt und mittels eines Kolonie-Bildungstess dalliberleben bestimmt (Abb.3-1).
Die Kurven wurden semi-logarithmisch dargestelld uminsichtlich der unbestrahlten
Kontrollen korrigiert. Von den zehn getesteten lde#n zeigte Su8686 nach Bestrahlung
die geringste Abnahme der Uberlebensfraktion, withidie Zelllinien PA-TU 8902 und

Capan-1 am sensitivsten auf Bestrahlung reagierten.
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Um die verschiedenen Zelllinien hinsichtlich ihre@adiosensitivitdt besser miteinander
vergleichen zu kénnen, wurden verschiedene Chaistita der Uberlebenskurven
berechnet: Die Uberlebensfraktion bei 2 Gy (SF®,ndittlere Inaktivierungsdosis (MID)
als Flache unter der Kurve, sowie die zwei zellgpehen Konstantem und 3, welche
uber Anwendung des linear-quadratischen Modellgdbaret werden konnten. Die vier
Parameter sind fur alle zehn Zelllinien in Tab. 3Gisammengefasst. Durch eine
Berechnung der SF2 konnte Su8686 als die resistenzelllinie bestatigt werden. Nach
einer Bestrahlung mit 2 Gy lag die Uberlebensfaktbei 81 % (SF2 = 0,81). In den
beiden sensitivsten Zelllinien PA-TU 8902 und Cafpdfihrte eine Bestrahlung mit 2 Gy
zu einer Abnahme des Uberlebens auf 38 % bzw. 4@iéoibrigen Zelllinien zeigten eine
durchschnittliche Radiosensitivitat mit Werten f8F2 von 0,5 — 0,7. Die mittlere
Inaktivierungsdosis (MID) lag fur Su8686 bei 5,1 ,Gyir die sensitiven Zelllinien
PA-TU 8902 und Capan-1 bei 2,2 Gy bzw. 2,4 Gy. ¢hér Gbrigen Zelllinien lagen die
Werte flr die MID zwischen 2,6 Gy und 4,0 Gy.

Eine Uberlebenskurve setzt sich aus einem quadnatis und einem linearen Teil
zusammen. Die zellspezifische Konstamtbeschreibt die Steigung, also den linearen Teil
der zusammengesetzten Uberlebenskurve, hervorgedufieh einzelne letale Ereignisse
an der DNA. Die3-Komponente beschreibt die Schulter, also den gisdhen Anteil,
der Uberlebenskurve, hervorgerufen durch subleEatggnisse an der DNA, welche in
ihrer Summierung zum Zelltod fuhren. DieKomponente fir die resistenteste Zelllinie
Su8686 war mit 0,079 Gy am niedrigsten, was die geringste Abnahme der
Uberlebensfraktion widerspiegelt. Fiir die sensi@iasZelllinien PA-TU 8902 und Capan-1
war der Wert fiiln mit 0,46 Gy* bzw. 0,35 G am héchsten, was den steilsten Abfall des
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Zelliberlebens widerspiegelt. Fir dgKomponente konnte kein einheitlicher Trend
beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass diePastkreaskarzinom-Zelllinien eine
hohe Variabilitat in ihrer intrinsischen Radioseivgit zeigen. Eine erhdhte Sensitivitat

kann mit einer Zunahme darKomponente in Verbindung gebracht werden.

Tabelle 3-1 Charakteristika der Uberlebenskurven der zehn Pankeaskarzinom-Zelllinien nach
Bestrahlung.

Fur die in Abb. 3-1 dargestellten Uberlebenskurvemden verschiedene Charakteristika berechnet. SF2
beschreibt die tiberlebende Fraktion bei 2 Gy urdWID die allgemeine Radiosensitivitat als Flaciheeu

der Kurve. Unter Anwendung des linearquadratisdi@dells konnten die zellspezifischen Konstanten
und B errechnet werden. Die-Komponente beschreibt den linearen Teil der zusamgesetzten
Uberlebenskurve, hervorgerufen durch einzelne detleignisse an der DNA. Di@-Komponente
beschreibt den quadratischen Anteil, hervorgerdigch subletale Ereignisse an der DNA, welche rarih
Summation zum Zelltod fuhren.

Zelllinie SF2 MD  a(Gy") B (Gy?
Su8686 0.81 51 0079 £0.040 0.0012 +0.0060
BxPc-3 0.71 38 0.13£0.031  0.020 +0.0046
PA-TU 8988T 0.54 3.1 0.30£0.034  0.0032 +0.0050
Mia PaCa-2 0.67 4.0 0.14+0092  0.030£0.013
Capan-2 0.50 2.9 0.32+0.058  0.016 +0.0086
Panc-1 0.58 31 0.24+0.028 0.018+0.0072
Aspc-1 0.66 3.2 01240036  0.043+0.0052
PA-TU 8902 0.38 2.2 046+0.056  0.013+0.0082
HS 766T 0.49 2.6 0.29£0.053  0.0340.0077
Capan-1 0.44 2.4 0.35+0.046  0.032 +0.0068
3.1.1.2 Zytotoxische Wirkung von Typ-l Interferonen auf zehn

Pankreaskarzinom-Zelllinien

Die zehn verschiedenen Pankreaskarzinom-Zelllimemden fur 24 h mit 300 L.E./ml
IFN-a oder IFNf behandelt. Danach erfolgte ein Medienwechsel. Rantrollen

erhielten kein Interferon. Mit Hilfe eines Kolonigildungstests wurde die Zytotoxizitat
der Behandlung bestimmt. Das zellulare Uberleberrdevuals relativer Anteil der
unbehandelten Kontrollen aufgefuhrt und in Abb. 3gPaphisch dargestellt. Die
Signifikanz der Ergebnisse ist wie folgt definiet{p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,005. Acht

der zehn Zelllinien (Su8686, Capan-1, Capan-2, BxpAspc-1, HS 766T, Mia-PaCa-2
und PA-TU 8902) reagierten sensitiv auf eine Behargl mit IFN{3, was sich in einer

signifikanten Verringerung des Zelliberlebens zeigitingegen zeigten nur finf der zehn
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Zelllinien (Su8686, Capan-1, Bxpc-3, Aspc-1 und HBT) ein signifikant verringertes
Uberleben durch eine Inkubation mit IFN-Zwei der zehn Zelllinien (Panc-1 und PA-TU
8988T) reagierten weder auf eine Inkubation mit4rMoch mit IFNB. Capan-1 zeigte
eine Uberdurchschnittlich hohe Sensitivitdt sowgddeniber IFNx als auch gegeniber
IFN-B. Durch eine Inkubation mit IFN- sank das zellulare Uberleben auf 24 %, durch
eine Inkubation mit IFN3 auf 11 %. Alle anderen Zelllinien zeigten eine made
Sensitivitat gegenuber den beiden IFNs. Die Uberistate nach Inkubation mit IF-
schwankte zwischen 45 % fur Bxpc-3 und 80 % fur AspEine Inkubation mit IFNB
verringerte das Uberleben auf 47 % fiir Su8686 wida % fiir PA-TU 8902.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sieéh zihn verwendeten
Pankreaskarzinom-Zelllinien deutlich in ihrer Séngét gegeniber IFN unterscheiden.
IFN-B hatte auf einen grol3eren Teil der Pankreaskarzifelffinien eine zytotoxische

Wirkung als IFNe.
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Abb. 3-2: Wirkung von Interferon-a und Interferon-B auf das Uberleben der zehn
Pankreaskarzinom-Zelllinien

Die zehn Zelllinien wurden fir 24 h mit 300 .LE./i#N-a oder IFNB inkubiert. Danach erfolgte ein
Medienwechsel. Durch einen Kolonie-Bildungstest deudie Toxizitat der IFN-Behandlung bestimmt. Das
zellulare Uberleben wurde als relativer Anteil dabehandelten Kontrollen dargestellt. Die Signifikaler
Ergebnisse ist durch * p<0,05, ** p<0,01, *** p<@® definiert. Die Diagramme reprasentieren den
Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen.
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3.1.1.3 Kombinationswirkung von Typ-lI Interferonen und ionisierender
Strahlung auf Pankreaskarzinom-Zelllinien

Um den Einfluss von Typ-I IFNs auf die Strahlensivigit der zehn Pankreaskarzinom-
Zelllinien zu untersuchen, wurden diese fur 24 h 800 I.E./ml IFNe oder IFNf
inkubiert. Als Referenz dienten ausschliel3lich tzddte Proben, ausschlieRlich mit IFN-
behandelte Proben bzw. unbehandelte Kontrollen.cired3end wurde das Medium
gewechselt und die Zellen mit 2 Gy (Capan-1, CahadS 766T, PA-TU 8902) oder 4 Gy
(Panc-1, Su8686, Bxpc-3, PA-TU 8988T, Aspc-1 undaddaCa-2) bestrahlt. Die
Intensitat der Bestrahlung richtete sich nach ddrinsischen Radiosensitivitat der
jeweiligen Zelllinien. Uber einen Kolonie-Bildungst wurde die Zytotoxizitat der
Kombinationsbehandlung im Vergleich zur Einzelbeltang mit IR bestimmt. Das
zellulare Uberleben nach Bestrahlung wurde alstivela Anteil der unbehandelten
Kontrollen dargestellt. Fir die Kombinationsbehandi wurden die Werte zusatzlich
gegeniber der alleinigen IFN-Zytotoxizitat korrigieDemnach beschreiben die Werte der
Kombinationsbehandlungen nur den zuséatzlichen Effik IFNs auf Bestrahlung. Die
Signifikanz der Ergebnisse ist durch * p<0,05, **(Qp01 definiert. Wie in Abb. 3-3
dargestellt, hatte eine zusatzliche Behandlung IFN- in drei der zehn Zelllinien
(Su8686, Capan-2 und Bxpc-3) einen radiosensibibsiden Effekt und verringerte das
Uberleben der Zellen um ca. 50 % im Vergleich zo desschlieRlich bestrahlten Proben.
In einer der zehn Zelllinien, der BRCA2 defizient&@elllinien Capan-1, hatte eine
Vorbehandlung mit IFN3 einen schutzenden Effekt auf das Uberleben ddeZelach
Bestrahlung. Es filhrte zu einem Anstieg der Uberiebate um ca. 20 %. Eine
Vorinkubation mit IFNe zeigte nur in zwei Zelllinien (Su8686 und Capanez)en
sensibilisierenden Einfluss auf Bestrahlung. &Nerringerte das Uberleben um ca. 50 %
im Vergleich zu den ausschlief3lich bestrahlten &noldn zwei Zelllinien (Panc-1 und
Aspc-1) erhéhte eine Vorbehandlung mit IBNdas Uberleben nach Bestrahlung um ca.
15 %.

Zusammenfassend wirkten die IFNs nur in einem saaringen Teil der
Pankreaskarzinom-Zelllinien als RadiosensibilisabN-$ zeigte im Vergleich zu IFN¢

in mehr Zelllinien einen sensibilisierenden Effelkhd in weniger Zelllinien einen
schitzenden. In Pankreaskarzinom-Zelllinien ist isoniEN-B ein potenterer

Radiosensibilisator als IFN-
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Abb. 3-3: Kombinationswirkung von Typ-I Interferone n und Bestrahlung auf das zellulare Uberleben
der zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien

Zur Bestimmung des Einflusses von IENund $ auf Bestrahlung wurden die zehn Pankreaskarzinom-
Zelllinien fir 24 h mit 300 I.E./ml IFN* oder IFNf behandelt und nach einem Medienwechsel mit
Einzeldosen von 2 Gy (fur die Zelllinien Capan-Bp@n-2, HS 766T, PA-TU 8902) bzw. 4 Gy (fur die
Zelllinien Panc-1, Su8686, Bxpc-3, PA-TU 8988T, Adp und Mia-PaCa-2) bestrahlt. Die Sensitivitat
wurde Uber einen Kolonie-Bildungstest ermittelte Merte wurden als relativer Anteil der unbeharatelt
bzw. ausschlie3lich mit IFNd- oder IFNB behandelten Kontrollen dargestellt. Die Signifikader
Ergebnisse ist durch * p<0,05, ** p<0,01 definiddie Diagramme reprasentieren den Mittelwert awes dr
unabhéngigen Versuchen.
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3.1.2 Untersuchung zellularer Mechanismen, welche e  ine Bedeutung fur den
radiosensibilisierenden Effekt der Interferone in P ankreaskarzinom-Zelllinien

haben kdnnten

Fur weiterfihrende Versuche wurden vier Zelllinersgewahlt, die sich hinsichtlich ihrer
Radiosensitivitat, Interferonantwort und einer Kaonabionsbehandlung aus IR und IFN
unterschieden. Der p53-Status wurde bei der Ausvedd@nfalls berlcksichtigt. Die
entsprechenden Daten sind in der Tabelle 3-2 zusmgefiasst.

Tabelle 3-2 Zusammenfassung der Ergebnisse fir RadiosensitivitéInterferonantwort und deren

Kombinationswirkung unter Bertiicksichtigung des p53Status der zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien
Die vier Zelllinien, welche fiir die folgenden Veche verwendet wurden, sind hervorgehoben.

Zelllinie Intrinsische Zytotoxische Kombinationseffekt p53-

Radio- Reaktion auf Status

sensitivitat
sensibilisierend schitzend
IFN-a  IFN-B IFN-a IFNB IFN-a IFN-B

Panc-1 moderat - -- -- -- ja -- p53 mut
Su8686 niedrig ja ja ja ja -- -- p53 mut
Capan-1 sehr hoch ja ja -- -- -- ja p53 mut
Capan-2 moderat - ja ja ja -- -- p53 wt
Bxpc-3 moderat ja ja -- ja - - p53 mut
PA-TU 8988T moderat - -- -- -- -- -- p53 mut
Aspc-1 moderat ja ja -- -- ja -- p53 mut
HS 766T moderat ja ja -- -- -- -- p53 mut
Mia-PaCa-2 moderat - ja -- -- -- -- p53 mut
PA-TU 9802 sehr hoch - ja -- -- -- -- p53 mut

Fur die nachfolgenden Untersuchungen wurden diedaélinien Panc-1, Su8686, Capan-

1 und Capan-2 verwendet. Die Zelllinie Panc-1 dientden folgenden Experimenten als
negativ-Kontrolle, da sie durch keines der beidéNsl ein vermindertes Uberleben oder
eine Radiosensibilisierung zeigte. Su8686 reagiautebeide IFNs sensitiv und konnte

durch beide IFNs gegentber Bestrahlung sensibitligierden. Capan-1 zeigte die starkste
toxische Antwort auf IFN-Behandlung, aber keineN lIbedingten radiosensibilisierenden
Effekt. Diese Zelllinie wurde in erster Linie wegdmer BRCA2 Defizienz und der daraus
resultierenden Beeinflussung der HR ausgewahlt. aG&p reagierte nur auf eine

Behandlung mit IFN3 sensitiv, konnte aber durch beide IFNs gegenulestrBhlung

sensibilisiert werden. Ausschlaggebend fur die Wheser Zelllinie war ihr p53-Status.
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Capan-2 ist die einzige der zehn Zelllinien miteemwildtypischen p53 Protein. Da mit
IFN-B deutlichere Effekte zu beobachten waren, wurde digr folgenden Versuche
ausschlieBlich IFN3 verwendet und dessen Einfluss auf das UberlebeZealen genauer
untersucht. Um eine Ursache fir den radiosengsiriédaden Effekt von IFNB- zu finden,
wurde sein Einfluss auf den Zellzyklus, auf diedBitg der durch Bestrahlung induzierten
DSBs und deren Reparatur sowie der Einfluss aufAgieptoserate nach Bestrahlung

genauer betrachtet.

3.1.2.1 Einfluss von Interferon- B auf die Uberlebenskurven der vier

ausgewahlten Pankreaskarzinom-Zelllinien nach Bestr  ahlung

Um die Kombinationswirkung von IF§-und Bestrahlung in den vier ausgewé&hlten
Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 @g@Enau untersuchen, wurden mit
Hilfe des Kolonie-Bildungstests Uberlebenskurvestadit. Hierfir wurden die Zelllinien
fur 24 h mit 300 I.E./ml IFN3 behandelt und nach einem Medienwechsel mit Dosen
zwischen 0 Gy und 8 Gy bestrahlt. Als Referenz téierausschliel3lich bestrahlte Proben.
Unter Anwendung des linear-quadratischen Modellsten Uberlebenskurven erstellt und
in Abb. 3-4 graphisch dargestellt. Das zellulareefldben nach Bestrahlung wurde
hinsichtlich der unbehandelten Kontrollen korrigjielflir die Kombinationsbehandlung
wurden die Werte zusatzlich gegeniber der allemigd-Zytotoxizitat korrigiert. In den
Zelllinien Su8686 und Capan-2 fihrte eine Kombmrataus IR und IFNB zu einer
Abnahme des Zelliberlebens im Vergleich zu dendchlisflich bestrahlten Proben. Das
bedeutet, durch eine Vorbehandlung mit IENénnen diese beiden Zelllinien gegenlber
Bestrahlung sensibilisiert werden. Im Gegensatai dasgte die Zelllinie Panc-1, welche
nicht auf IFNB reagierte, durch eine IFR-Vorinkubation auch keinen sensibilisierenden
Effekt auf Bestrahlung. Auch die BRCA2 defizientellinie Capan-1 zeigte keinen
radiosensibilisierenden Effekt von IHB-obwohl sie hoch sensitiv auf IFBl+eagierte.
Wie unter 3.1.1.3 beschrieben, zeigte in der Z@dlliCapan-1 eine Vorinkubation mit
IFN-B einen schiitzenden Effekt auf das Uberleben dédeizelach Bestrahlung mit 2 Gy.
Bei Betrachtung des gesamten Dosisbereichs konaserdEffekt jedoch nicht bestatigt

werden.
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Abb. 3-4 Uberlebenskurven der vier Zelllinien Su8686, Capar2, Panc-1 und Capan-1 nach
Bestrahlung mit und ohne Interferonf8 Vorinkubation

Die Proben, welche einer Kombinationsbehandlungesestzt wurden, wurden fiir 24 h mit 300 I.E./ml {FN
B behandelt und nach einem Medienwechsel mit Einaeld von 0 — 8 Gy bestrahlt. Als Referenzwert
dienten ausschlieB3lich bestrahlte Proben. Die Kurweirden semi-logarithmisch aufgetragen und fur die
Kombinationsbehandlung hinsichtlich der alleinidEN-Toxizitat korrigiert. Die Diagramme reprasenén
den Mittelwert aus drei unabhangigen Versuchen.

Um den radiosensibilisierenden Effekt von IBNyenauer beschreiben zu kbnnen, wurden
die Parameter SF2, MID und die zellspezifischen amtena und B (siehe 3.1.1.1)
errechnet und in Tab. 3-3 zusammengefasst. DieZellrden in zwei Gruppen eingeteilt.
Die erste besteht aus Su8686 und Capan-2, welaloh disN{3 gegenuber Bestrahlung
sensibilisiert werden konnten. Die zweite bestald Ranc-1 und Capan-2, welche den
sensibilisierenden Effekt von IFRl-auf Bestrahlung nicht zeigten. Su8686- und Capan-2
Zellen zeigten durch Kombinationsbehandlung vomsienender Strahlung und IFfleine
Abnahme der SF2 und der MID im Vergleich zu auseglich bestrahlten Zellen. Beide
Zelllinien zeigten ebenfalls eine durch Kombinativon IR mit IFNf verursachte
Zunahme dera-Komponente. In den Zelllinien Panc-1 und Capanginkes durch
Kombination von IFNB mit Bestrahlung zu einer Zunahme der SF2 und d& Mh
Vergleich zu ausschlie3lich bestrahlten Zellen. Bikomponente nahm in beiden
Zelllinien durch zusatzliche Behandlung mit If\ab. Fir dig3-Komponente konnte kein
Zusammenhang zwischen eine Zu- oder Abnahme uremesensibilisierenden Effekt
beobachtet werden.

Zusammenfassend konnte ein sensibilisierender Effek IFN{ auf IR mit einer
Abnahme von SF2 und MID und einer Zunahmea&omponente der Uberlebenskurven

in Verbindung gebracht werden.
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Tabelle 3-3 Charakteristika der Uberlebenskurven der vier Pankreaskarzinom-Zelllinien nach
Bestrahlung mit und ohne Interferon-B Vorbehandlung

Fur die in Abb. 3-4 gezeigten Uberlebenskurven wardierschiedene Charakteristika errechetSF2
beschreibt die Uberlebende Fraktion bei 2 Gy un® Mie allgemeine Radiosensitivitat als Flache uuler
Kurve. B Unter Anwendung des linearquadratischen Modellmken die zellspezifischen Konstantemund 3
errechnet werden. Dig-Komponente beschreibt den linearen Teil der zusangesetzten Uberlebenskurve,
hervorgerufen durch einzelne letale Ereignisse emDNA. Die 3-Komponente beschreibt den quadratischen
Anteil, hervorgerufen durch subletale EreignisselanDNA, welche in ihrer Summation zum Zelltod ri.
Alle Werte wurden sowohl fiir die ausschlieB3lich thasdten Proben als auch fur die mit 24-stiindiger
Vorbehandlung mit 300 I.E./ml IFi§-berechnet.

SF2 MID
IR IR + IFN-f3 IR IR +IFN-B
Su8686 0,81 0,63 51 3,9
Capan-2 : - 0,50 : 0,32 : 29 2,1
Panc-1 0,57 0,62 3,2 3,3
Capan-1 0,44 0,59 2,4 3,0
1. -2
a (Gy) B(Gy")
IR IR + IFNB IR IR + IFN-B
Su8686 0,079 £ 0,040 0,23 + 0,065 0,0012 +0,0060 0,0020 + 0,0098
Capan-2 0,32 £ 0,058 0,59 + 0,053 0,016 £ 0,0086 -0,014 * 0,0085
Panc-1 0,24+ 0,028 0,19+ 0,048 0,018 + 0,0072 0,025 + 0,0072
Capan-1 0,35+ 0,046 0,14 +0,13 0,032 + 0,0068 0,062 + 0,027

3.1.2.2 Typ-l Interferon Rezeptor Status der Pankre askarzinom-Zelllinien
Su8686, Panc-1, Capan-1 und Capan-2

IFNs wirken auf ihre Zielzellen durch Bindung amea spezifischen IFN-Rezeptor,
wodurch der JAK/STAT-Signalweg aktiviert wird. Unu zuntersuchen, ob die vier
Pankreaskarzinom-Zelllinien Su8686, Capan-2, PangelCapan-1 den IFN-Rezeptor auf
ihrer Zelloberflache exprimieren, wurden WesterntBAnalysen durchgefihrt. Hierftr

wurden die Zellen fur 24 h mit 300 I.E./ml IHBbehandelt. Die Kontrollen erhielten kein
IFN-B. Anschliel3end wurden von allen Ansatzen Membraaktd hergestellt. Mittels

eines spezifischen Antikdrpers gegen die UnteréinRBIAR2 des IFN-Rezeptors konnte
dessen Expression nachgewiesen werden. Abb. 3, zéass alle vier getesteten
Pankreaskarzinom-Zelllinien diese Untereinheit dEBI-Rezeptors exprimierten. Die

geringste Expression zeigte die Zelllinie Su868é stkirkste die Zelllinie Capan-1.
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Abb.3-5: Expression des Interferon-Rezeptors
in den Pankreaskarzinom-Zelllinien Su8686,
Panc-1, Capan-1 und Capan-2
Su8686 Panc-1 Capan-1 Capan-2 Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capaddllen
-+ -+ -+ - + IFNB wurden fir 24 h mit 300 I.E./ml IFI8-behandelt
gy G ~————=_ | IFNAR2 und anschlieBend Zu Membranextrakten
— aufbereitet. Die Kontrollen erhielten kein IHN-
— “ —— ———— | ERK?2 Far d_ie Wgstern—BIot—AnaIyse vyurden je_ 30 ug
Protein eingesetzt und mit spezifischen
Antikorpern gegen die IFNAR2 Untereinheit des
IFN-Rezeptors inkubiert. ERK2 diente als
Ladekontrolle.

3.1.2.3 Einfluss von Interferon- B auf den Zellzyklus

IFNs sind in der Lage, Krebszellen in ihrer Probi#on zu inhibieren und sie entweder in
der G1-Phase (Subramaniam and Johnson 1997), Bea& (Qin et al. 1997) oder der
G2/M-Phase (Chang and Keng 1987) zu arretierenlem folgenden Abschnitten wurde
der Einfluss von IFN3 auf die Proliferation der Zellen mittels BrdU-Eab und der
Einfluss von IFNB auf die einzelnen Zellzyklusphasen mittels Dunatgkytometerie
untersucht. Des weiteren wurde auch der Einfluss NeN-3 auf die Expression der

Zellzyklus-regulierenden Gene pl15, p21 und p27rsotdt.

3.1.2.3.1 Einfluss von Interferon- B auf die Proliferation der

Pankreaskarzinom-Zelllinien

Um den Einfluss von IFNB auf die Proliferation der verwendeten Zellliniem z
bestimmen, wurde der BrdU-Einbau in An- und Abwésginvon IFNf gemessen. Das
Thymidinanalogon BrdU wird in der S-Phase wahrert Replikation in die DNA
proliferierender Zellen eingebaut. Die Menge degyebauten BrdUs spiegelt somit den
Anteil proliferierender Zellen in einer Populatiaider. Fir dieses Experiment wurden die
Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-R4ibzw. 48 h mit 300 I.E./ml IFI8-
inkubiert. Die unbehandelten Kontrollen erhieltenrklFN{3. Nach Zugabe von BrdU fur
weitere drei Stunden wurde dessen Gehalt in der dBAZellen gemessen. In Abb. 3-6
zeigten die zwei Zelllinien Su8686 und Capan-2 duBRehandlung mit IFN2 eine
verringerte BrdU-Einlagerung im Vergleich zu denniollen. Aber auch die Zelllinie
Panc-1, welche sich im Kolonie-Bildungstest alsstesit gegentber IFI§-herausstellte,
zeigte sowohl nach 24 h als auch nach 48 h eindictes Abnahme des BrdU-Gehalts.

Die Zelllinie Capan-1, welche nach 24-stiindigerulpétion mit IFNS im Kolonie-
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Bildungstest am sensitivsten reagierte, zeigte rZz&ch noch keine Abnahme des BrdU-
Gehalts. Eine Reduktion konnte erst nach 48-sti@ndigkubation beobachtet werden.
Somit konnte in den vier untersuchten ZelllinieneeHemmung der Proliferation durch
24-stiindige bzw. 48-stiindige IHNBehandlung beobachtet werden. Dies konnte jedoch
weder mit dem toxischen Effekt des IFN noch miheei radiosensibilisierenden Effekt in

Verbindung gebracht werden.

Su8686 Capan-2 Panc-1 Capan-1

1254 1254 125 1251
1001 1001 100 1001

751 75 751 75

BrdU Einbau
BrdU Einbau
BrdU Einbau
BrdU Einbau

50 50 50 504

25 25 25 254

o- . '
24h  48h 24h  48h 24h  48h 24h  48h " an ash 24h  48h " an  4sn 24h  48h
Unbehandelt IFN-B Unbehandelt IFN-B Unbehandelt IFN-B Unbehandelt IFN-B

Abb. 3-6: Bestimmung des BrdU-Gehalts der Pankreaskarzinom-Z#inien nach 24- bzw. 48-stiindiger

Interferon- B Behandlung

Die Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capamttden fir 24 bzw. 48 h mit 300 I.E./ml IHBI-
behandelt. Die unbehandelten Kontrollen erhieltem KFN{. Anschlieend wurden die Zellen fur 3 h mit
BrdU-L6sung inkubiert. BrdU positive und somit pfetierende Zellen konnten durch einen Farbumschlag
photometrisch nachgewiesen werden.

3.1.2.3.2 Einfluss von Interferon- B auf die verschiedenen Zellzyklusphasen

Um den Einfluss von IFN auf den Zellzyklus genauer zu betrachten, wurden d
Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-24inh mit 300 L.LE./ml IFN3 inkubiert
und im Anschluss die Zellzyklusverteilung mittelsiohflusszytometerie bestimmt. Die
Kontrollen erhielten kein IFNB. Wie in Abb. 3-7 gezeigt, konnte in den ZellliniSn8686
und Capan-1 eine Zunahme von S-Phase-Zellen dibiH31beobachtet werden. Die
Zelllinie Capan-2 zeigte eine leichte Abnahme déthase-Zellen durch IFR; dafur eine
schwache Zunahme der G2-Phase-Zellen. In der @ellRanc-1, welche nicht sensitiv auf
IFN-B reagierte, hatte die IFR- Behandlung keinen Einfluss auf die einzelnen
Zellzyklusphasen.

Zusammenfassend konnte kein eindeutiger EinflussI#dl-3 auf eine bestimmte Phase
des Zellzyklus nachgewiesen werden. Auch der s#is@bende oder protektive Effekt
von IFN{3 lasst sich nicht mit einem Arrest der Zellen imezi bestimmten Phase des
Zellzyklus in Verbindung bringen. Die beiden Zelién, in denen IFNg als Radio-
Sensibilisator wirkte, zeigten eine gegensatzlige#zyklusverteilung nach einer IFR-

Inkubation.
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Su8686 Capan-2 Panc-1 Capan-1
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Abb. 3-7: Zellzyklusverteilung der PankreaskarzinomZelllinien nach 24-stindiger Interferonf8
Inkubation

Die Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capanden fir 24 h mit 300 I.E./ml IFIg-behandelt. Die
Kontrollen erhielten kein IFNB. Durch die anschlieBende Zellzyklus-Bestimmungumchflusszytometer
konnten die einzelnen Zellzyklusphasen unterschiegderden und so der Einfluss von IENauf die
Zellzyklusverteilung bestimmt werden.

3.1.2.3.3 Einfluss von Interferon- B auf die Expression Zellzyklus-

regulierender Gene

Die bisherigen Versuche zeigten, dass eine 24-ggé@ntFN{3 Behandlung zu einem
verminderten BrdU-Einbau fihrte. Zudem sind IFNsder Lage Uber den Jak/STAT
Signalweg die Genexpression in ihren Zielzellerbeainflussen, unter anderem p15, p21
und p27 (Mandal et al. 1998; Schmidt et al. 20@¥her wurde die Expression der
Zellzyklus-regulierenden Gene p15, p21 und p27 nBbkhB Behandlung untersucht. p15,
p21 und p27 gehdren zu der Familie der Cyclin-agigam-Kinase Inhibitoren und sind an
der Kontrolle des Ubergangs von der G1 in die SsBHzeteiligt. Um den Einfluss von
IFN-B auf das Proteinniveau zu untersuchen, wurden eidirien Su8686, Capan-2,
Panc-1 und Capan-1 fur 24 h mit 300 I.E./ml IBNsehandelt. Danach wurden die
unbehandelten Zellen und die Zellen fir den 24 ht\Weerntet. Bei den Ansétzen fir die
spateren Werte wurde das Medium gewechselt undZdieen nach entsprechenden
Zeitpunkten geerntet. Wie in Abb. 3/ zu sehen ist, hatte IFBl-zu keinem Zeitpunkt
einen Einfluss auf das p15, p21 oder p27 Protegauvin den Zelllinien Panc-1, Su8686,
Capan-1 oder Capan-2. Um den Einfluss von f-alif das p15 bzw. p27 mRNA-Niveau
zu untersuchen, wurden die Zellen fur 24 h mit B&Yml IFN3 behandelt. Nach dieser
24-stundigen Inkubation wurden die Zellen entwegbsrntet (24 h Wert) oder nach einem
Medienwechsel weitere 24 h kultiviert und dann gesr(48 h Wert). Die unbehandelten
Zellen wurden zum selben Zeitpunkt wie der 24 h tgmerntet. Nach anschliel3ender
MRNA Isolation und cDNA-Synthese wurden PCRs mézsjischen Primern fur p15 und
p27 durchgefuhrt. In keiner Zelllinie hatte eine2dndige Behandlung mit IFR-einen
Effekt auf das mRNA-Niveau der untersuchten Genrab(/8-8B).
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Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass eistéirzdige IFNB Behandlung keinen

Einfluss auf die Expression der untersuchten Zkliwtregulierenden Gene hat.

A
Panc-1 Su8686 Capan-1 Capan-2
-+ o+ - + + -+ o+ - + + IFNB
e S b
’_._—[____._.| ’—-——-——[-—-———p21 Panc-1 Su8686 Capan-1 Capan-2
-4 - - -+ IFNB
| |' — [—— eova [N p15
0 24 48 0 24 48 0 24 48 O 24 48 Zeit(h)
Panc-1 SuB8686 Capan-1 Capan-2 -
GAPDH
+  + -+ o+ -+ o+ - + + IFNB
’ B | ’ Wl |p27 0o 24 0 24 Zeit(h)

| I | | —|ere
0 24 48 0 24 48 0 24 48 0 24 48 Zeit (h)

Abb. 3-8: Beeinflussung der Zellzyklus-regulierende Gene p15, p21 und p27 durch Interferorf3 in den
Zelllinien Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2

Die Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capamdiden fir 24 h mit 300 I.LE./ml IFI8- behandelt.
Danach wurden sie geerntet (24 h Wert) oder dasuvtedewechselt und nach weiteren 24 h geernte{48

h Wert). Als Referenz dienten unbehandelte Korgro{A) Nach der Herstellung von Kernextrakten wurden
je 30 ug Protein fur die Western-Blot-Analyse esgjet. Die Membranen wurden mit Antikérper gegeb pl
und p21 bzw. p27 inkubiert. PCNA bzw. ERK2 dientés Ladekontrolle(B) Nach der Isolation von mRNA
und anschlieBender cDNA-Synthese wurden PCRs raitifisgchen Primern fur p15 bzw. p27 durchgefiihrt.
GAPDH diente als Ladekontrolle.

3.1.2.4 Einfluss von Interferon- B auf die Doppelstrangbruch-Induktion und
Reparatur

Fur Gliomzellen wird vermutet, dass IFNs die Reparder durch IR entstehenden DSBs
beeinflussen. Besonders der Reparaturweg, weldber die HR erfolgt, scheint davon
betroffen zu sein (Schmidberger et al. 2003). Ing&aden sollte untersucht werden, ob
IFN-B auch in den Pankreaskarzinom-Zelllinien einen Ies¥ auf die Induktion oder
Reparatur von DSBs nach Bestrahlung hat. Hierfindew die zwei Zelllinien Su8686 und
Panc-1 verwendet. Die Zelllinie Su8686 reagierté eine alleinige IFNB Behandlung
sensitiv und konnte durch eine Vorbehandlung miN-fF= gegenltber Bestrahlung
sensibilisiert werden. Panc-1 wurde fiur die folgamdversuche als negativ-Kontrolle
verwendet, da diese Zelllinie nicht auf die Behandl mit IFNf3 reagierte und auch

keinen radiosensibilisierenden Effekt zeigte.
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3.1.2.4.1 Einfluss von Interferon- B auf die yH2AX Foci Bildung und Abnahme

Um zu untersuchen, ob die Anzahl der durch IR hgemfenen DSBs durch eine
zusatzliche Behandlung der Zellen mit IBNerhoht wird, wurde die Bildung voyH2AX
Foci untersucht. Grundlage dieser Methode ist, @asginem DSB die H2AX-Histone
schadensabhangig am Serin139 phosphoryliert wanddndadurch einegH2AX Focus
bilden. Demnach korreliert die Anzahl der Foci ohir Anzahl an DSBs (Sedelnikova et
al. 2002; Rothkamm and Lobrich 2003; Ismail and d#mh 2008). Eine Abnahme der
Foci-Anzahl spiegelt die Reparatur der DSBs wider. Untersuchung deyH2AX Foci
wurden Su8686 und Panc-1 Zellen wie unter 2.2.88Hréeben, auf Deckglaser ausgesét
und fir 24 h mit 300 I.E./ml IFNs- behandelt. Als Referenz dienten ausschlief3lich
bestrahlte Proben bzw. unbehandelte KontrollenhNacem Medienwechsel wurden die
Zellen mit 1 Gy bestrahlt um DSBs zu generierenn®® und 4 h nach Bestrahlung wurde
die Proben fixiert, gefarbt und die Anzahl der Fiocid0 Zellen pro Praparat gezahlt. In
Abb. 3-9 ist die Anzahl der Foci der verschiedermhandelten Ansétze graphisch
dargestellt. In der Zelllinie Su8686 wurden in dembehandelten Kontrolle
durchschnittlich 3 Foci pro Zelle gezahlt. Dieseefi\stieg auch durch eine Inkubation mit
300 L.LE./ml IFN nicht an. 30 min nach Bestrahlung mit 1 Gy wurdkemchschnittlich
16 yH2AX Foci pro Zelle gezahlt. Eine zuséatzliche In&tibn mit 300 I.E./ml IFN3 liel3
die yH2AX Foci Anzahl um durchschnittlich 3 Foci pro Eeglim Vergleich zu den
ausschlief3lich bestrahlten Proben, ansteigen. dch Bestrahlung sank dygl2AX-Foci
Anzahl in den ausschlie3lich bestrahlten Probendauthschnittlich 6 Foci pro Zelle. In
den Zellen, welche zusatzlich mit 300 I.E./ml IBNrorbehandelt wurden, lag dyeli2AX
Foci Anzahl durchschnittlich 3 Foci Uber den aulBsglich bestrahlten Proben. Die
relative Abnahme der Foci-Anzahl fir ausschliel3bestrahlte oder zusatzlich mit IHN-
vorbehandelte Proben blieb gleich. In der Zelllifienc-1 wurden in der unbehandelten
Kontrolle und den ausschlie3lich mit 300 I.LE./mNHB behandelten Proben ~ 4 Foci pro
Zelle gezahlt. Eine Bestrahlung der Zellen mit 1 1&g dieyH2AX Foci Anzahl 30 min
nach Bestrahlung auf durchschnittlich 19 Foci prell& angestiegen. Durch eine
zusatzliche Inkubation mit 300 I.E./ml IFBlverringerte sich digH2AX Foci Anzahl um

3 Foci pro Zelle, im Vergleich zu den ausschligfilisestrahlten Proben. 4 h nach
Bestrahlung sank digH2AX-Foci Anzahl in den ausschlie3lich bestrahl@roben auf
durchschnittlich 8 Foci pro Zelle. In den Zellerglehe zuséatzlich mit 300 I.E./ml IFRI-
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vorbehandelt wurden, lag digH2AX Foci Anzahl 4 h nach Bestrahlung bei

durchschnittlich 11 Foci pro Zelle.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass idallénie Su8686 eine 24-stindige

Vorbehandlung mit IFN3 nicht zu signifikant mehr durch IR generierte DSBemessen
als yH2AX Foci, fuhrt. Die Reparatur der DSBs wurde dud&N-3 Inkubation nicht
verandert. Auch in der Zelllinie Panc-1 fuhrte efdestiindige Vorbehandlung mit IFB-

nicht zu einer signifikanten Anderung dgf2AX Foci Anzahl nach Bestrahlung.

Su8686 Panc-1
257 mmm Kontrolle [T 300 I.E./ml IFN- B 257 mmm Kontrolle [T 300 I.E./ml IFN- B

I 20 -

154

104

Foci pro Zelle
Foci pro Zelle

\& /Q N /Q b:{\ Q $2 & & AN Q
00“‘0\ & »° & & 6“\\ € 096\\ x«e " x\®
o9 o
1 Gy 1Gy

Abb. 3-9: Vergleich der yH2AX Foci Bildung und Abnahme nach Bestrahlung mitund ohne
Interferon- B Vorbehandlung in den Zelllinie Su8686 und Panc-1

Su8686- und Panc-1-Zellen wurden auf Deckglaschesgesat und, wenn angegeben, fir 24 h mit
300 LLE./ml IFN$ behandelt. AnschlieBend wurden die Zellen mit 1 @strahlt und das Medium
gewechselt. Nach 30 min bzw. 4 h wurden die Zeflandie Analyse aufbereitet. In drei unabhéangigen
Versuchen wurden fir jeden Ansatz 40 Zellen audgeaad der Mittelwert der Foci graphisch dargdstel

3.1.2.4.2 Einfluss von Interferon- B auf die Doppelstrangbruch-Reparatur,

gemessen durch den neutralen Komet-Test

Die Detektion voryH2AX Foci ist ein indirekter Nachweis von DSBs. &kt konnen DSB
durch den neutralen Komet-Test nachgewiesen wetdienbei spiegelt die Mobilitat der
durch Einzelzell-Gelelektrophorese aufgetrennterADWelche in der Einheit ,, olive tail
moment” (OTM) gemessen wird, die Anzahl der DSBdewi Je héher demnach das OTM
ist, desto mehr DSBs weist die DNA einer Zelle &uft Erstellung einer DSB-Reparatur-
Kinetik wurden Su8686 und Panc-1 Zellen fir 24 b330 I.LE./ml IFNB inkubiert. 24 h,

6 h,4h,2h,1h, und O h vor Durchfihrung dest3evurden, sowohl die mit IFRI-
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vorbehandelten, als auch die nicht vorbehandeltglter mit 40 Gy bestrahlt und alle
Proben, einschlie3lich der nicht bestrahlten Kdi@ng gemeinsam aufbereitet. Von
jeweils 40 Zellen wurde das OTM bestimmt und alskEon der Zeit in Abb. 3-10

dargestellt. Durch die Bestrahlung, zum ZeitpurkiQ h, erhéhte sich in beiden Zelllinien
das OTM von 5, dem Niveau der unbestrahlten Koletno{Zeitpunkt t = -1), auf 15 und
fiel nach 24 h wieder auf den Ausgangswert zurWgkder fur Panc-1 noch fir Su8686
fuhrte eine 24-stindige Vorbehandlung mit IBN-zu einer Verdnderung der

Reparaturkinetik.

Abb. 3-10: Vergleich der

Su8686 Panc-1 Doppelstrangbruch-Reparatur nach

307 - Kontrolle 30 -+ Kontrolle Bestrahlung mit und ohne Interferonf3

o o IFNB -+ IFN-B Vorbehandlung in den Zelllinien Su8686
und Panc-1

Su8686 und Panc-1 Zellen wurden fur 24 h
mit 300 I.E./ml IFNB inkubiert und 24 h, 6 h,
4 h, 2 h,1hund 0 h vor der Analyse mit
40 Gy bestrahlt. Nach der Bestrahlung
erfolgte ein Medienwechsel. Der Zeitpunkt
t=-1 zeigt das OTM der unbestrahlten
Kontrollen. Alle Proben wurden gemeinsam
aufbereitet und fir jeden Ansatz das OTM
von jeweils 40 Zellen gemessen.

[ |
-1 01 2 3 4 5 6 232425 -1 01 2 3 4 5 6 232425
Zeit (h) nach Bestrahlung Zeit (h) nach Bestrahlung

3.1.2.4.3 Einfluss von Interferon- B auf die Expression der HR-Proteine Rad51
und Rad52

Fur IFNs wird vermutet, dass sie die HR beeintigeimt konnen (Schmidberger et al.
2003). Daher wurde die Expression der HR-Proteimgl52 und Rad52 nach IHBI-
Behandlung durch Western-Blot-Analyse untersuchterfir wurden die Zelllinien
Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1 fur 24 h hitt.E/ml IFN{ behandelt. Danach
wurde der 24 h Wert geerntet. Fur den 48 h Werdewtas Medium gewechselt und die
Zellen nach weiteren 24 h geerntet. Als Refereentdn unbehandelte Kontrollen. Nach
der Herstellung von Kernextrakten wurde durch WhesBlot-Analyse das Proteinniveau
von Rad51 und Rad52 untersucht. Abb. 3-11 zeigis eseder die Expression von Rad51
noch von Rad52 in einer der vier Zelllinien durdheelFN{3 Behandlung beeinflusst

wurde.
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Abb. 3-11: Beeinflussung der

Panc-1 Su8686 Capan-1 ~ Capan-2 Reparaturgene Rad51 und Rad52
-+ + -+ + -+ + - + + IFN-B durch Interferon-
|""""‘—1'.'_"""_"",_'_: —— = fom| Rad51  panc-1. Su8686!3 Capan-1 und Capan-2
S e G I wurden fur 24 h mit 300 LLE./ml IFIg-
| = — | | | PcNA :

o 2 @ o 2 @ o 20 o2 G zett behandelt. Danach wu_rden sie geerntet (24
h Wert) oder das Medium gewechselt und
nach weiteren 24 h geerntet (48 h Wert).

Panc-1 Su8686 Capan-1  Capan-2 Als Referenz dienten unbehandelte

ey -+ +| -+ + IFNB Proben. Nach der Herstellung von

| —— | . | - ‘?| Rad52 Kernextrakten wurden je 30 pg Protein fur
| I | | I |PCNA die Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die
= = ) Membranen wurden mit Antikdérpern

0 24 48 0 24 48 0 24 48 0 24 48  Zeit(h)

gegen Rad51 und Rad52 inkubiert. PCNA
diente als Ladekontrolle.

3.1.2.5 Einfluss von Interferon- B auf die Apoptoserate nach Bestrahlung

IFNs sind in der Lage, Apoptose zu induzieren (Setical. 2006). Um zu untersuchen, ob
dieser Effekt fur die Radiosensibilisierung der I@aaskarzinom-Zelllinie Su8686 von
Bedeutung ist, wurden durch SubGl1-Messungen und eXnn V/Propidiumjodid
Doppelfarbungen am Durchflusszytometer die Apoptisa nach Bestrahlung mit und
ohne IFNB Vorbehandlung bestimmt. Als Negativ-Kontrolle dieiauch hier die Zelllinie
Panc-1, welche nicht sensitiv auf eine BehandlumglaN-3 reagierte und auch keinen
radiosensibilisierenden Effekt zeigte. Su8686 umahd®l Zellen wurden fir 24 h mit
300 LLE./ml IFNB inkubiert und anschlielRend mit Einzeldosen vor2,04, 6, und 8 Gy
bestrahlt. Als Referenz dienten ausschliel3lichrabEe bzw. ausschliel3lich mit IFpI-
behandelte Proben. Direkt nach Bestrahlung erfagtévedienwechsel. Nach 72 h wurde
die Apoptoserate bestimmt. Abb. 3-A2zeigt, dass in der Zelllinie Su8686 die induzierte
Apoptoserate nach Kombination von ionisierendeal8tng und IFN3 hoher war als in
den ausschlie3lich bestrahlten Proben. Die Apoptitsetieg zwar durch Bestrahlung mit
zunehmender Dosis auf ca. 25 % an, fir die zushtziit IFN3 vorbehandelten Zellen
war sie jedoch fur jeden Dosispunkt ca. 5 — 10 %eh6Auch in den Histogrammen der
Zelllinie Su8686 ist in Abb. 3-1B der Unterschied in der SubG1 Fraktion durch eine
IFN-B Vorbehandlung zu erkennen. In dem Histogramm, hescdie Zellen nach einer
Behandlung mit 6 Gy und IFR-zeigt, lag die SubG1 Fraktion bei 38 %, wéahremrdfgr
die ausschlieBlich mit 6 Gy bestrahlten Zellen B& % lag. Ebenso zeigte die
Annexin V/Propidiumjodid Messung in Abb. 3-C2eine Erhéhung der frith-apoptotischen
Fraktion (Quadrant 2), wenn die ,Density-Blots" @ersschlief3lich bestrahlten Proben mit
denen der Kombination aus IR und IBNverglichen wurden. Die frih-apoptotische

Fraktion stieg von 14 %, in den ausschlie3lich daéxiien Proben, auf 31 % nach einer
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Kombinationsbehandlung. In der Zelllinie Panc-1 wiégse Erhdéhung der Apoptoserate
durch IFN$ nicht zu beobachten (Abb. 3-22undB).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass é\ip Worbehandlung in der Zelllinie
Su8686 die strahleninduzierte Apoptose verstarlas w der Zelllinie Panc-1 nicht zu
beobachten war.
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Abb. 3-12: Vergleich der Apoptoserate nach Bestrabhlhg mit und ohne Interferon- Vorbehandlung in
den Zelllinien Su8686 und Panc-1

(A) Su8686 und Panc-1 Zellen wurden, wenn angegelier4f h mit 300 I.E./ml IFN3 behandelt und
anschlielend mit Einzeldosen von 0, 2, 4, 6 undy&®é&strahlt. AnschlielRend erfolgte ein Medienwethse
Nach 72 h wurden die Zellen geerntet und eine Suld@4sung am Durchflusszytometer durchgefihrt. Die
Apoptoserate wurde relativ zu den unbestrahlten. kemgschlieRlich mit IFNB- behandelten Kontrollen
dargestellt(B) Reprasentative Histogramme der SubG1 Messunger{Ajomit den Unterteilungen SubG1
(tote Zellen), G1-, S- und G2/M-Phag€) Su8686 Zellen wurden wie unter (A) beschrieberabeklt und
nach 72 h zur Bestimmung der Apoptose-/Nekrose&egeine Annexin V/Propidiumjodid Doppelféarbung
durchgefuhrt und am Durchflusszytometer analysisbigebildet sind exemplarische ,Density-Blots* dies
Messungen der Zelllinie Su8686. Quadrargntspricht der lebenden Population, Quadaentspricht der

frih-apoptotischen Population und Quadi&der spat-apoptotischen / nekrotischen Population
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3.1.3 Chemosensibilisierung der Pankreaskarzinom-Ze lllinien  durch
Interferon- 3

Die Therapie von Pankreaskarzinomen besteht aes Kombination von Chemotherapie,
Bestrahlung und IFN. Nachdem in den vorangegangeXteschnitten ausfuhrlich der
Einfluss von IFNB auf die Behandlung der Zellen mit ionisierendea8tng beschrieben
wurde, wird in den folgenden Abschnitten der Eisfivon IFNB auf die Behandlung der
Zellen mit dem Chemotherapeutikum Temozolomid wuehnt. Die Behandlung von
Pankreaskarzinom-Zellen mit Alkylanzien verlief ¢zt wenig Erfolg versprechend. Das
basiert auf der schlechten Ansprechrate der Tunawk diese Stoffklasse, welche
wahrscheinlich auf ein hohes MGMT-Expressions-Nivdeaeser Krebsart zurtickzufihren
ist (Kokkinakis et al. 1997). Gliomzellen, welchiegeafalls Resistent auf eine Behandlung
mit Methylanzien reagieren, konnten durch eine Bdhang mit IFNf§ gegeniber TMZ
sensibilisiert werden (Natsume et al. 2005; Natseinal. 2008). Im folgenden Abschnitt
sollte untersucht werden, ob auch in den Pankrezisken-Zelllinien die Sensitivitat

gegeniber Temozolomid durch eine Kombination nii-[FFverstarkt werden kann.

3.1.3.1 Auswirkungen einer Interferon- [ Behandlung auf das p53

Expressions-Niveau in Pankreaskarzinom-Zelllinien

Fur Gliomzellen wurde gezeigt, dass diese durck &ehandlung mit IFNB gegeniliber
TMZ sensibilisiert werden kdnnen (Natsume et al0Z20Natsume et al. 2008). Als
verantwortlich dafir wurde eine IFBIl-vermittelte Abnahme der MGMT-Expression
angenommen. Diese wurde durch eine [FhMiduzierte Stabilisierung des p53 Proteins
erklart, welches die MGMT-Expression negativ regliGrombacher et al. 1998). Zur
Uberprifung, ob eine IFI8-Behandlung auch in den Pankreaskarzinom-Zelllizieginer
Stabilisierung von p53 fuhrt, wurden Panc-1, Su888&pan-1 und Capan-2 Zellen fur
24 h mit 300 I.E./ml IFN3 behandelt und anschlieend geerntet. Fir den ¥8ett
erfolgte nach 24-stindiger IFBlHInkubation ein Medienwechsel und die Zellen wurden
noch weitere 24 h kultiviert und dann geerntet. Risferenzwerte dienten unbehandelte
Kontrollen. Nach der Herstellung von Kernextraktearden Western-Blot-Analysen mit
einem spezifischen Antikérper gegen p53 durchgefihine Inkubation mit IFN3 zeigte
weder in der p53-Wildtyp Zelllinie Capan-2 nochden p53-mutierten Zelllinien Panc-1,
Su8686, Capan-1 einen Anstieg der p53 Proteinmiemgellkern (Abb. 3-13).
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Abb. 3-13: Beeinflussung der Expression des

Tumorsuppresorgens p53 durch Interferon
Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 wurden fur

Panc-1 ~ _Su8686 Capan-l ~ Capan-2 24 h mit 300 I.E./ml IFN3 behandelt. Der 24 h
| ——— ] E— | _l":'| e |LZN3"3 Wert wurde anschlieRend geerntet. In den Ansétzen
des 48 h Wertes wurde das Medium gewechselt und
|— 1~ | [———ft——]Pcna diese fiir weiter 24 h kultiviert. Nach der Hersietj
0 24 48 0 244 o 24 48 0 24 48 2t®)  yon Kernextrakten wurden je 30 pg Protein fur die

Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die Membranen
wurden mit einem Antikdrper gegen p53 inkubiert.
PCNA diente als Ladekontrolle.

3.1.3.2 MGMT-Status und dessen Beeinflussung durch Interferon- B in

Pankreaskarzinom-Zelllinien

Um den in Gliomzellen beobachteten Einfluss von-[Fiduf den MGMT-Status in den
verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien zu untdreacwurde die MGMT-Aktivitat in
den vier verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinietelsi eines MGMT-Aktivitats-Test
bestimmt. Dies ergab fur die Zelllinien Panc-1, &@® Capan-1 und Capan-2 folgende
Werte:

Tab.: 3-4: MGMT-Aktivitat der vier verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1, Su8686,
Capan-1 und Capan-2

Zelllinie | MGMT-Aktivitat
(fmol/mg Protein)
Panc-1 247
Su8686 0
Capan-1 > 1100
Capan-2 716

Der MGMT-Aktivitats Test zeigte, dass alle Zelllm - mit Ausnahme von Su8686 -
MGMT profizient sind. Um den Einfluss von IFfl-auf die MGMT-Expression zu
untersuchen, wurden die Zellen fur 24 h mit 300/idEIFN-3 behandelt und anschliel3end
Proteinextrakte hergestellt. Als Referenzwert wardebehandelte Proben verwendet. In
allen Zelllinien, au3er Su8686, konnte die Expassion MGMT nachgewiesen werden.
Eine Vorinkubation mit IFN3 fuhrte weder in den p53-mutierten Zelllinien Pdnc-
Su8686 oder Capan-1 noch in der p53-Wildtyp Zedli@apan-2 zu einer Beeinflussung
der Expression des MGMT-Proteins (Abb. 3-14).
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Abb. 3-14: Beeinflussung der Expression des
Reparaturenzyms MGMT durch Interferon- 8
Die Zelllinien Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-
Panc-1  Su8686 Capan-1 Capan-2 2 wurden fir 24 h mit 300 I.E./ml IFR-behandelt.
- 4+ 4+ - + - + + + ng  Die Kontrollen erhielten kein IFN: Danach
[ ——] | = '| —|MGMT  wurden sie geerntet (24 h Wert) oder das Medium
’.._ | |L IL |ERK2 gewechselt und nach weiteren 24 h geerntet
0 24 a3 O 21 a8 o 24 a8 o 22 4 ztty (48 h Wert). Nach der Herstellung von
Kernextrakten wurden je 30 pg Protein fiir die
Western-Blot-Analyse eingesetzt. Die Membranen
wurden mit einem Antikérper gegen MGMT
inkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle.

+

3.1.3.3 Einfluss von Interferon- B auf die Apoptoserate nach Temozolomid-

Behandlung in vier Pankreaskarzinom-Zelllinien

Um die Wirkung von IFN3 auf eine Behandlung der Pankreaskarzinom-Zeltiftanc-1,
Su8686, Capan-1 und Capan-2 mit TMZ zu untersucheanden die Zellen fur 24 h mit
300 I.E./ml IFNB inkubiert und nach einem Medienwechsel mit 100 TIMEZ behandelt.
Als Referenz dienten ausschliel3lich mit TMZ behdtedBroben. Um die apoptotische
Antwort der vier Zelllinien unter MGMT depletierteBedingungen zu untersuchen,
wurden die Zelllinien mit 10 uM des MGMT Inhibitor®°BG 1 h vor TMZ-Gabe
vorinkubiert. Die Zelltodmessung erfolgte 144 h madMZ-Behandlung durch
Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytomefdb. 3-15 zeigt die vier
Zelllinien nach TMZ-Behandlung in Kombination mitadiohne GBG bzw. mit und ohne
24-stindiger IFN3 Vorinkubation. Die Zelltodrate wurde als relativénteil der
unbehandelten bzw. ausschlie3lich mit IBNbehandelten Proben dargestellt. In den drei
Zelllinien Panc-1, Capan-1 und Capan-2 flihrte, beeeits der MGMT-Status vermuten
lie3, eine alleinige TMZ-Behandlung kaum zu einems##eg der Zelltodrate. Erst durch
Zugabe des MGMT-Inhibitors G wurde in diesen Zelllinien Zelltod induziert. rFii
Panc-1 lag danach die induzierte Zelltodrate be?o4dur Capan-1 bei 20 % und fir
Capan-2 bei 7 %. Eine zusatzliche Inkubation mN-[F hatte keinen Einfluss auf die
Zelltodrate. In der MGMT defizienten Zelllinie Su® fuhrte eine alleinige TMZ-
Behandlung zur Induktion von Zelltod und konnte fagurch Zugabe von 8BG nicht
gesteigert werden. Die Zelltodrate lag in beideileRazwischen 10 % und 17 %. Hier
fuhrte eine IFNB Vorinkubation ebenfalls nicht zu einem Anstieg déglltodrate.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass sowoAnwesenheit als auch in

Abwesenheit von MGMT eine Kombination von IFNmit TMZ in keiner Zelllinie zu
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einer signifikanten Erhéhung der Zelltodrate im §lerch zu den ausschlief3lich mit TMZ
behandelten Proben fihrte.
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Abb. 3-15: Beeinflussung der Temozolomid-induzierte Apoptoserate durch Interferonf8 in den
Zelllinien Su8686, Capan-2, Panc-1 und Capan-1

Panc-1, Su8686, Capan-1 und Capan-2 wurden, wegegeahen, fir 24 h mit 300 I.E./ml IFBlbehandelt.
Danach erfolgte ein Medienwechsel und, wenn angagetine Inkubation mit 10 pM®8G. AnschlieRend
wurden die Zellen mit 100 uM TMZ behandelt und ndetd h durch Messung der SubG1 Fraktion am
Durchflusszytometer die Zelltodrate bestimmt. Dieit®¥ wurden als relativer Anteil der unbehandetizn.

nur mit IFN{3 behandelten Kontrollen dargestellt. Die Diagrammaprasentieren den Mittelwert aus drei
unabhéngigen Versuchen.
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3.2 Untersuchung der chemosensibilisierenden Eigens chaften

von Interferon- in malignen Melanomzelllinien

3.2.1. Charakterisierung der malignen Melanomzelli nien D05 und D14
hinsichtlich ihrer Toxizitdt gegeniber alleiniger T emozolomid- und

Interferon-Behandlung

Im zweiten Versuchskomplex werden Arbeiten zur Chsensibilisierung durch IFNs an
malignen Melanomzelllinien durchgefuhrt. Das Miteekter Wahl bei der Therapie eines
metastasierenden malignen Melanoms ist das metbytie Agenz Dacarbazin (DTIC). Im
Ausland ist auch das methylierende Agenz TemozaofiMZ) zugelassen. Zusatzlich
wird flr eine Monotherapie des malignen Melanoms ddlorethylierende Agenz
Fotemustin (FM) und auch IR verwendet (Eggermomnt KEitkwood 2004; Kaufmann et
al. 2005). Da die Ansprechrate der Tumore auf didwrapieformen gering ist (Middleton
et al. 1998; Bedikian et al. 2003), wurden auchoiyie wie IFNs in die Therapie
aufgenommen. Klinische Studien belegen, dass dralifmation von IFNa mit TMZ die
Ansprechraten und Remmissionsraten der Tumore idewtthoht (Ridolfi et al. 2004).
Auch IFN{3 wird in Kombination mit methylierenden Agenziemgesetzt (Nagatani et al.
1995). In vitro Experimente und Tumor-Xenograft Experimente zeigtdass IFN3

toxischer auf Melanomzellen wirkt als andere IFBishfis et al. 1992)

3.2.1.1 Wirkung von Temozolomid auf die Melanomzell  linien DO5 und D14

Bei dem fir die folgenden Versuche verwendeten pZell handelt es sich um die
p53-Wildtyp Melanomzelllinie D05 und die p53-muter Melanomzelllinie D14
(Naumann et al. 2009). Um die Wirkung des methghden Agenz TMZ auf die
Melanomzellen zu untersuchen, wurden beide Zaditimit der klinisch relevanten Dosis
von 50 uM TMZ behandelt. Um eventuell vorhandengSMT zu inaktivieren, wurden
einige Proben vor der TMZ-Behandlung mit 10 u®BG inkubiert. Nach 144 h wurde die
Zelltodrate am Durchflusszytometer durch BestimmdagSubG1 Fraktion ermittelt. Die
Zelllinie DO5 zeigte nach alleiniger TMZ-Gabe keimdhohte Zelltodrate im Vergleich zu
der unbehandelten Kontrolle (Abb. 3-16). Wurden Z#len zusatzlich mit dem MGMT-
Inhibitor O°BG behandelt, fiihrte dies in der Zelllinie DO5 Zneen Anstieg des Zelltods
um 20 % relativ zur unbehandelten Kontrolle. In defllinie D14 bewirkte bereits eine

alleinige TMZ-Inkubation einen Anstieg des Zelltodsn 25 % im Vergleich zu der
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unbehandelten Kontrolle. Wurde in der Zelllinie DMGMT depletiert, hatte dies keine
zusatzliche Erhdhung der Zelltodrate zur Folge. Degeutet, dass in der Zelllinie D14 das
Reparaturenzym MGMT nicht aktiv ist.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ur@iTMinaktivierten Bedingungen
eine Behandlung mit TMZ in beiden Zelllinien (DO&duD14) zu einem vergleichbaren
Anteil an Zelltod fuhrt, unabhéngig von ihrem p5@248s.

401 DO5 404 D14

SubG1 Fraktion (%)
SubG1 Fraktion (%)
= [ 8 N w

i /\é\’ w2 Ne /\é\’ w2
N
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Abb. 3-16: Zytotoxizitat der Temozolomid-Behandlungin den Zelllinien DO5 und D14

DO5- und D14-Zellen wurden, wenn angegeben, mitMO°BG inkubiert und anschlieBend mit 50pM
TMZ behandelt. Nach 144 h wurden die Zellen ge¢nmtel die Zytotoxizitat anhand der SubG1 Fraktion
mittels Druchflusszytometrie bestimmt. Dargestsilitd die Mittelwerte aus drei unabhangigen Versache

3.2.1.2 Untersuchungen zum apoptotischen Signalweg nach Temozolomid-

Behandlung in malignen Melanomzellen

Der durch TMZ-induzierte Zelltod in den Melanomiielen D05 und D14 wurde bereits
als Apoptose charakterisiert (Naumann et al. 2009h die Apoptose uber den
extrinsischen oder intrinsischen Signalweg verlawiirde bisher noch nicht untersucht.
FUr den intrinsischen Apoptoseweg ist die Caspade®ntscheidende Initiatorcaspase,
welche als Bestandteil des Apoptosoms die Effekispasen-3 und -7 aktiviert. Um zu
untersuchen, ob es nach TMZ-Behandlung zur Aktivigrd.h. Spaltung der Caspase-9
kommt, wurden die Zellen mit 10 pM®BG inkubiert und anschlieRend mit 50 uM TMZ
behandelt. Als Referenz dienten unbehandelte Kbatro Die Zellen wurden zu
verschiedenen Zeitpunkten nach Behandlung geanntttCytoplasmaextrakte hergestellit.
Durch Western-Blot-Analyse mit einem spezifischemntikorper gegen das Spaltprodukt
der Caspase-9 konnte dessen Niveau nach TMZ-Bahandhtersucht werden. Abb. 3-17
zeigt, dass sowohl fir die Zelllinie D05 als audh die Zelllinie D14 eine Zunahme an
gespaltener Caspase-9 nach TMZ-Behandlung zu betalvewar.
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Zusammenfassend kann die TMZ vermittelte Spaltueig@haspase-9 als Hinweis daftr
angesehen werden, dass in den Melanomzelllinien @bD14 nach einer Behandlung

mit TMZ Apoptose Uber den intrinsischen Signalwegnmwittelt wird.

D05 D14
- + + + + TMZ - + + + + TMZ
L e e [T-S*-Caspase-9 T W=smws== =5 Y S*- Caspase-9
— e~ | ERK? T — | CRK2
0 48 72 96 120 Zeit(h) 0 48 72 96 120 Zeit(h)
S* = Spaltprodukte S* = Spaltprodukt

Abb. 3-17: Spaltung der Caspase-9 nach TemozolomBehandlung in den Zelllinien D05 und D14

DO5- und D14-Zellen wurden vor der Behandlung nit 5M TMZ mit 10 uM OBG inkubiert. Zu
verschiedenen Zeitpunkten nach TMZ-Gabe wurderZdilen geerntet und Cytoplasmaextrakte hergestellt.
Fur die Western-Blot-Analyse wurden je 30 pg Protingesetzt und mit spezifischen Antikbrpern gegen
das Spaltprodukt der Caspase-9 inkubiert. ERK2tdials Ladekontrolle.

3.2.1.3 Aktivitéat des Reparaturproteins MGMT in den Melanomzelllinien D05
und D14

Zur Bestimmung der MGMT-Enzymaktivitat der beidealltnien DO5 und D14 wurde
ein MGMT-Aktivitatstest durchgefihrt. Die ZellliniB05 weist mit 298 fmol/mg Protein
ein moderates MGMT-Niveau auf, wahrend in der #e#l D14 mit diesem Testverfahren

keine MGMT-Aktivitat nachgewiesen werden konnte.

3.2.1.4 Typ-I Interferon Rezeptor Status der Melano mzelllinien DO5 und D14

IFNs wirken auf ihre Zielzellen durch Bindung amea spezifischen IFN-Rezeptor,
wodurch der JAK/STAT-Signalweg aktiviert wird. Unu auntersuchen, ob die beiden
Melanomzelllinien DO5 und D14 den IFN-Rezeptor dguér Zelloberflache exprimieren,
wurden Western-Blot-Analysen durchgefiihrt. Hierzwraen von beiden Zelllinien
Membranextrakte hergestellt. Mittels eines spedikes Antikdrpers gegen IFNAR2
Untereinheit des IFN-Rezeptors konnte dessen Egijoresnachgewiesen werden.
Abb. 3-18 zeigt, dass sowohl die Zelllinie D05 alsch die Zelllinie D14 auf ihren

Oberflachen den IFN-Rezeptor exprimierten.
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To) <
8 8 Abb. 3-18: Expression des IFN-Rezeptors in den
Zelllinien DO5 und D14
= « | IENAR2 DO05- und D14-Zellen wurden zu Membranextrakten

aufbereitet. Fir die Western-Blot-Analyse wurden je
F 30 pg Protein eingesetzt und mit spezifischen
w— | ERK2 Antikorpern gegen die IFNAR2 Untereinheit des
IFN-Rezeptors inkubiert. ERK2 diente als
Ladekontrolle.

3.2.1.5 Einfluss von Typ-l Interferonen auf das Ube rleben der
Melanomzelllinien DO5 und D14

Um zu untersuchen, ob Typ | IFNs einen Einfluss aids Uberleben der
Melanomzellllinien DO5 und D14 haben, wurde ein ¢foe-Bildungstest durchgefihrt.
Hierfir wurde von beiden Zelllinien eine geeigné&wizahl ausgesat und am folgenden
Tag fur 24 h mit 30, 300 und 3000 I.E./ml INeder IFNf behandelt. Danach erfolgte
ein Medienwechsel. Das zellulare Uberleben wurdailegarithmisch als Funktion der
Dosis aufgetragen. In beiden Zelllinien nahm daerédben der Zellen mit steigender
IFN-Dosis ab (Abb. 3-19). Eine 24-stiindige Inkubatimit IFN-a hatte in beiden
Zelllinien einen geringeren Einfluss auf das zéltal Uberleben als eine Inkubation mit

IFN-. Fur die folgenden Versuche wurde IFN in der Desis 300 I.E./ml verwendet.
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Abb. 3-19: Uberlebenskurven der Melanomzelllinien D5 und D14 nach Behandlung mit
verschiedenen Dosen Interferora oder Interferon-3

D05- und D14-Zellen wurden fir 24 h mit verschiegienFN Dosen behandelt. Anschliel3end erfolgte ein
Medienwechsel. Uber einen Kolonie-Bildungstest veurdas Uberleben der Zellen bestimmt. Die
Uberlebenskurven wurden semi-logarithmisch aufgetnaund das zellulare Uberleben als relativer Antei
der unbehandelten Kontrollen dargestellt.
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3.2.1.6 Einfluss von Typ | Interferonen auf die Pro liferation der

Melanomzelllinien

Um zu untersuchen, ob IFBl-einen Einfluss auf die Wachstumsgeschwindigkeit de
Melanomzelllinien DO5 oder D14 hat, wurden 5X ellen ausgesat und fir 24 h mit
300 I.E./ml IFNB behandelt. Nach dieser Inkubationszeit wurde dadii¥n gewechselt
und alle 24 h die Zellzahl bestimmt. Die Kontrolleirde nicht mit IFNB behandelt. In
Abb. 3-20 kann man in beiden Zelllinien eine detiéi Verlangsamung des Zellwachstums
durch IFNf beobachten. die Zelllinie D05 ergab sich umipelelt eine
Verdopplungszeit von 35,51 h. Durch die IBNforbehandlung stieg diese auf 60,06 h an.
Die Zelllinie D14 wuchs unbehandelt etwas schnelllsr die Zelllinie DO5 mit einer

Verdopplungszeit von 26,7 h. Durch IfNstieg die Verdopplungszeit auf 33,45 h an.
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Abb. 3-20: Wachstumskurven der Zelllinien DO5 und 4 mit und ohne 24-stundiger Interferonf
Behandlung

Von beiden Zelllinien wurden 5xf@ellen ausgesét und entweder fiir 24 h mit 30@rhBFN-B behandelt
oder nicht. Nach dieser 24-stiindigen Inkubationdgudas Medium gewechselt und zum ersten Mal die
Zellzahl bestimmt. In den folgenden finf Tagen veuedle 24 h die Zellzahl bestimmt. Der Zeitpunkt O
markiert die Aussaat. DT (h) ist die errechnetedédeplungszeit der jeweiligen Zelllinie mit und ohne

Kombination mit IFNB. Die Werte setzten sich aus den Mittelwerten vogi dnabhéngigen Versuchen
zusammen.
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3.2.2 Sensibilisierung der malignen Melanomzellini en D05 und D14

gegeniuber Temozolomid durch Interferon- 3

3.2.2.1 Bestimmung der durch Temozolomid-induzierte n Apoptose der

Zelllinien DO5 und D14 vorbehandelt mit Interferon-  a oder-f3

Der Einfluss von IFN auf den durch TMZ vermitteltgalltod wurde durch Messung der
SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer bestimmt.rfidiewurden die entsprechenden
Proben fur 24 h mit 300 I.LE./ml IFN-oder IFNf vorbehandelt und anschliel3end das
Medium gewechselt. Um den Effekt von IFN auf TMZHBedlung sowohl in
Anwesenheit als auch in Abwesenheit von MGMT zuetsuchen, wurde ein Teil der
Proben mit dem MGMT Inhibitor G (10 pM) vorbehandelt. Die einmalig verabreichte
TMZ Dosis betrug 50 pM. Nach 144 h wurden die Zelgeerntet und die Proben am
Durchflusszytometer analysiert. In Abb. 3-21 iste diApoptoserate relativ zur
unbehandelten bzw. nur mit IFN behandelten Korgr@lir die entsprechenden Einfach-
oder Kombinationsbehandlungen dargestellt. In &3\Wildtyp Zelllinie DO5 hatte TMZ
alleine nur einen sehr geringen Einfluss auf da®rliében der Zellen, was auf das
Vorhandensein von MGMT zuriickzufihren war. Der Wertdie induzierte Apoptose lag
bei 3 %. Eine zusatzliche Behandlung der Zellenlki-a bewirkte keine Erhéhung der
Apoptoserate. Durch eine 24-stindige Vorinkubatioit IFN-B erhohte sich die
Zelltodrate signifikant auf 9,5 %. Wurde MGMT durdfie Inkubation mit éBG
depletiert, stieg die induzierte Zelltodrate nadkimiger TMZ-Behandlung auf 22 % an.
Durch eine zuséatzliche Inkubation mit IFN-erhohte sich die induzierte Zelltodrate
signifikant auf 28 %, wahrend eine Vorbehandlung N-f3 die Zelltodrate von 22 auf
42 % steigerte.

In der p53-mutierten Zelllinie D14 fuhrte, wie unt®2.1.1 erwahnt, schon eine alleinige
TMZ-Gabe zum Zelltod, was auf das Fehlen von MGMIriekzufihren ist. Die
induzierte Zelltodrate betrug in diesem Fall 26 Bine Vorinkubation mit IFNa bzw.
IFN-B erhohte die Zelltodrate nicht signifikant. Einesitrliche Inkubation mit BG
hatte in dieser Zelllinie keinen Effekt auf das deken der Zellen. Auch hier fiihrte eine
Inkubation mit IFNe nicht zu einer signifikanten Erh6hung der Zelletdr Durch eine
Vorbehandlung mit IFN3 konnte jedoch unter diesen Bedingungen auch irZdgiinie
D14 eine signifikante Zunahme der Zelltodrate vdraf 32 % beobachtet werden.
Zusammenfassend lassen sich beide Zelllinien in edawheit von MGMT gegenuber

TMZ durch IFNs sensibilisieren. Diese Sensibilisiey ist jedoch in der p53-Wildtyp
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Zelllinie deutlich ausgepragter als in der p53-mté&n Zelllinie. Eine Vorbehandlung mit
IFN-a hat im Vergleich zu IFN3 in der Zelllinie DO5 einen deutlich geringerendkif auf
das Uberleben der Zellen nach TMZ-Behandlung undein p53-mutierten D14-Zellen
keinen Effekt. Fur die folgenden Versuche wurdeeddRN{3 verwendet.
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Abb. 3-21: Zytotoxizitdt nach Kombinationsbehandlurg mit Temozolomid und Interferon-a oder f8

in den Melanomzelllinien DO5 und D14

D05- und D14-Zellen wurden fir 24 h mit 300 I.E.M&N-a oder § behandelt. Danach wurde das Medium
gewechselt und die Zellen mit 10 pMBI5 inkubiert und anschlieRend mit 50 pM TMZ behandéach
144 h wurden die Zellen geerntet und die SubG1 tknakmittels Durchflusszytometrie bestimmt. Die
Apoptoserate wurde als relativer Anteil der unbeledben bzw. ausschlieZlich mit IFN behandelten EBrnob
dargestellt. Die Signifikanz der Ergebnisse istctut p<0,03, ** p>0,002, *** p<0,0001 definiert. Bie
Diagramme zeigen die Mittelwerte aus mindestensutr@bhangigen Versuchen.

3.2.2.2 Der durch eine Kombination von Temozolomid und Interferon- 3

hervorgerufenen Zelltod in Melanomzellen ist beding t durch Apoptose

Um zu untersuchen, ob es sich bei dem durch eimebimationsbehandlung mit TMZ und
IFN-B induzierten Zelltods um eine Zunahme der Apoptaster Nekroserate handelt,
wurde eine Annexin V/Propidiumjodid Doppelfarbungurchgefiihrt und am
Durchflusszytometer analysiert. Hierzu wurden datleh fir 24 h mit 300 I.E./ml IFNB-
vorbehandelt und anschlieRend das Medium gewectdalbhne GBG-Behandlung in
der Zelllinie DO5 kein Zelltod zu beobachten wamirden fir dieses Experiment alle
Anséatze mit 10 uM €BG vorbehandelt. Danach wurden die Zellen mit 50 iMZ
behandelt und nach 120 h am Durchflusszytometetysieg. In Abb. 3-22 sind
exemplarische ,Density Blots* der einzelnen Messamgdargestellt, bei welchen auf der
Abszisse der Annexin V-Gehalt und auf der Ordindée Propidiumjodid-Gehalt der

Zellen aufgetragen ist. Ausschliel3lich Annexin \spiwe Zellen wurden als apoptotisch
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definiert (Quadrant 2); Annexin V/Propidiom Jodidpgpelgefarbte Zellen als nekrotisch
bzw. spat-apoptotisch (Quadrant 3). In den Korgrotiler beiden Zelllinien war allgemein
wenig Zelltod zu beobachten, welcher auch nichtllweine 24-stiindige Inkubation mit
IFN-[3 signifikant erhoht wurde. Nach Depletion von MGMihrte eine TMZ-Behandlung
in der Zelllinie DO5 zu einer frihen Apoptoserats\vi4,7 %, welche durch eine IHN-
Vorbehandlung auf 39,3 % gesteigert werden konhiteder Zelllinie D14 war eine
ahnliche Verteilung zu beobachten. Auch hier stegapoptotische Fraktion durch eine
IFN-B Vorbehandlung von 10,9 auf 27,1 %. Demnach haregeftich in beiden Zelllinien
um eine IFNB bedingte Zunahme der Apoptoserate, welche abBd#him Vergleich zu
D05 schwécher ausgepragt war. Zusammenfassencerzeitip Daten, dass in beiden
Zelllinien der TMZ vermittelte Zelltod tUber Apop®sverlauft, und diese durch eine

24-stundige Vorbehandlung mit IFBIsignifikant verstéarkt wird.
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Abb. 3-22: Bestimmung der Apoptose-/Nekrosefrequennach alleiniger Temozolomid-Behandlung
oder in Kombination mit Interferon- B in den Melanomzelllinien DO5 und D14

Die Zellen wurden fur 24 h mit 300 I.E./ml IFBl-behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte die
Inkubation mit 10 uM €BG. AnschlieBend wurden die Zellen mit 50 uM TMzhhaedelt. 120 h spater
wurden die Zellen mit Annexin V/Propidiumjodid gdf&i und die Apoptose-/Nekrosefrequenz am
Durchflusszytometer bestimmt. Dargestellt sind eplamische ,Densitiy-Blots* der verschiedenen Angétz

1 entspricht den lebenden ZelleR, der frih-apoptotischen Population und 3 der spéptotischen/
nekrotischen Population.
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3.2.2.3 Kombinationsbehandlung von Melanomzellen mi  t Temozolomid und

Interferon- B bewirkt eine Aktivierung der Effektorcaspasen-3 un d-7

Um durch eine weitere unabhangige Methode zu beledgss es sich bei der Erhéhung
des TMZ-induzierten Zelltods durch eine I BNKombinations-Behandlung um Apoptose
handelt, wurde die Spaltung der Effektorcaspasene3-7 untersucht. Dies ist eine weitere
Mdglichkeit, um den Zelltod als Apoptose zu chagakieren, da Caspasen ausschliel3lich
im Apoptose-vermittelten Zelltod eine Rolle spielemicht aber bei Nekrose. Die
Spaltprodukte der Caspasen sind durch WesternMlatyse mit geeigneten Antikérpern
nachweisbar. Hierflr wurden die Proben fur 24 h30i@ 1.E./ml IFNf vorbehandelt und
anschlieend das Medium gewechselt. Um MGMT zudligpén, wurden alle Proben mit
O°BG vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte die Behamgjumit 50 pM TMZ. In einem
Zeitraum von 0 — 144 h wurden alle 24 h Proben rgeer Die Zellpellets wurden zu
Cytoplasmaextrakten aufbereitet und eine Westeot-Bhalyse mit spezifischen
Antikdrpern gegen das Spaltprodukt der CaspaseaB ¥zdurchgefihrt. Abb. 3-23 zeigt,
dass in der Zelllinie DO5 die TMZ-Behandlung einanZhme der Spaltprodukte von
Caspase-3 und -7 bewirkte. In der Kontrolle warén jdweiligen Spaltprodukte kaum
nachweisbar. Die Signalstarke stieg mit Dauer dgra®dlung an. Diese Zunahme wurde
durch die Vorinkubation mit IFN8- deutlich verstarkt. Schon in der ausschlief3lich mi
IFN-B behandelten Probe war ein hdheres Protein-Niveaiu ggspaltenen Caspasen
erkennbar als in der unbehandelten Kontrolle. In Zdllinie D14 konnte ebenfalls ein
Anstieg der gespaltenen Caspasen-3 und -7 nach Béhandlung beobachtet werden.
Die Zelllinie D14 wies ein generell hoheres Casgdseau auf als die Zelllinie DO5.
Auch hier bewirkte eine Kombination von IHNmit TMZ eine Erh6hung des Protein-
Niveaus der gespalten Caspase-3 bzw. -7 im Velgleic den ausschlief3lich mit TMZ
behandelten Proben.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass TMZ2rirZelllinien DO5 und D14 eine
Spaltung und damit Aktivierung der Effektorcaspa8amd -7 bewirkt. Diese Aktivierung

wurde durch eine Vorinkubation mit IFBlwesentlich verstarkt.
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Abb. 3-23: Einfluss von Interferonf8 auf die TMZ-induzierte Spaltung der Effektorcaspagn-3 und -7

in den Melanomzelllinien DO5 und D14

D05- und D14-Zellen wurden fiir 24 h mit 300 I.E.M&N-3 behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte
eine Inkubation mit 10 uM G und eine Behandlung mit 50 uM TMZ. Zu verschiegte Zeitpunkten nach
TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und Cytoplastnakte hergestellt. Fur die Western-Blot-Analyse
wurden je 30 pg Protein eingesetzt und mit spetiéa Antikdrpern gegen das Spaltprodukt der Caspase
bzw. -7 inkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle.

3.2.2.4 Zeitlicher Verlauf der Apoptoserate nach Te mozolomid-Behandlung
bzw. nach Kombinationsbehandlung bestehend aus Temo zolomid und

Interferon- 3

Um zu untersuchen, zu welchem Zeitpunkt der Zelftach Behandlung mit TMZ einsetzt,
wurde die Apoptoserate als Funktion der Zeit naelgiBn der Behandlung bestimmt. Es
wurden unbehandelte, ausschlie3lich mit IENbehandelte, ausschlieldlich mit
TMZ + O°BG und mit IFNB, TMZ + O°BG behandelte Versuchsreihen verglichen. Die
IFN-B Gabe (300 I.E./ml) erfolgte 24 h vor TMZ-BehandjumNach 24-stiindiger IF-
Inkubation wurde das Medium gewechselt und dieedenit 10 uM GBG inkubiert.
Anschlie3end wurden die Zellen zum Zeitpunkt O h 53 uM TMZ behandelt und von

0 — 144 h Stunden alle 24 h Proben geerntet. Digpfgserate wurde durch Bestimmung
der SubG1l Fraktion am Durchflusszytometer ermittéit Abb. 3-24 wurde die
Apoptoserate gegenuber der Zeit aufgetragen. IiZdi#iinie DO5 blieb die Apoptoserate
in den unbehandelten Kontrollen tber den gesamegtveflauf konstant niedrig B %).
Eine 24-stindige Vorbehandlung mit IFN-zeigte zum Zeitpunkt O h noch keine
Auswirkungen. Nach 24, 48 und 72 h konnte jedoohAgistieg der Zelltodrate auf bis zu
13 % beobachtet werden, welcher aber bis zu 14#&tewrauf das Kontroll-Niveau sank.
Durch eine Behandlung mit TMZ und®BG begann die Apoptoserate nach 72 h zu steigen
und erreichte nach 144 h ihr Maximum von 30 %. Dueme Kombination aus TMZ,
O°BG und IFN stieg die Apoptoserate nach 144 h auf 50 % adetrZelllinie D14 blieb
die Apoptoserate in der Kontrolle Gber den gesardtverlauf konstant bei7 %. Durch
eine Inkubation mit IFN3 konnte schon zum Zeitpunkt O h eine leicht erhdhte

Apoptoserate festgestellt werden (9,5 %). Dieséhgehsich bis zu 48 h nach Inkubation
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der Zellen auf ein Maximum von 14 % und nahm bis4 14 wieder auf das
Ausgangsniveau ab. Die Behandlung mit TMZ urf8G fiihrte bereits nach 24 h zu einer
erhohten Apoptoserate, welche nach 144 h bis adb Zhstieg. Durch eine Kombination
von IFN$ mit TMZ und OBG stieg die Apoptoserate nach 144 h auf 43 % an.
Zusammenfassend konnte bestatigt werden, dass dlinig D05 in einem deutlich
hoheren Mafl3 durch IF-gegentber TMZ sensibilisiert wird als D14. Dertgenkt der

Apoptoseinduktion wird durch IFI8-nicht beeinflusst.

D05 D14
501 TMZ + O5BG + IFN-B 507
454 454 TMZ + OSBG + IFN-B
& 401 & 407
c 354 < 354
-8 € 50 TMZ + OSBG
—§ 30 TMZ + OBG S
L 254 L 25-
— —
O 20- O 201
= S
3 157 @ 157
IFN 10 IFN-B
10+ B Kontrolle
Kontrolle )
5 57
C T T T T T T C ) ) ) ) ) )
0 24 48 72 96 120144 0 24 48 72 96 120144
Zeit (h) Zeit (h)

Abb. 3-24: Einfluss von Interferonf auf den zeitlichen Verlauf der Apoptoserate nach 8handlung mit
Temozolomid in den Melanomzelllinien DO5 und D14

DO05- und D14-Zellen wurden mit 300 I.E./ml IHNbehandelt. Danach erfolgte ein Medienwechsel une e
Inkubation mit 10 pM €BG. AnschlieRend wurden die Zellen mit 50 pM TMZhhadelt und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet. Die Apoptate wurde mittels Bestimmung der SubG1 Fraktion a
Durchflusszytometer ermittelt. Die Diagramme zeigia Mittelwerte aus mindestens drei unabhangigen
Versuchen.
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3.2.3 Einfluss von Interferon- [ auf die Behandlung nicht-maligner Zellen mit
Temozolomid und auf die Behandlung der Melanomzelll  inien DO5 und D14

mit Fotemustin oder ionisierender Strahlung

3.2.3.1 Kombinationswirkung von Temozolomid und Int erferon- B auf humane
Lymphozyten

Um den sensibilisierenden Effekt von IfNauf eine Behandlung mit TMZ in einem nicht
malignen Zellsystem zu untersuchen, wurden humap@phozyten gewaéhlt. Diese
wurden aus ,Buffy Coats” isoliert. Lymphozyten sjinsolange sie nicht durch eine
Immunreaktion stimuliert werden, nicht-proliferiage Zellen. Experimentell kdnnen
Lymphozyten durch eine Inkubation mit den Antikrp€D3 und CD28 zur Proliferation
angeregt werden. Dadurch ist es madglich, die Besheutder Proliferation auf eine
Behandlung mit TMZ bzw. TMZ und IFI8-zu untersuchen. Sowohl proliferierende als
auch nicht proliferierende Zellen wurden mit 30B8.Anl IFN{3 behandelt. Nach 24 h
wurden sie mit 100 uM TMZ behandelt, was entwedaeruMGMT depletierten oder
unter MGMT nicht depletierten Bedingungen erfold®. h nach TMZ-Gabe wurde am
Durchflusszytometer die Proliferation der Zellenefrift und die Zytotoxizitat der
Behandlung durch Bestimmung der SubG1 FraktiontegthiDaraus ergaben sich die in
Abb. 3-25 dargestellten Daten. Untek sind nicht-proliferierende Lymphozyten
dargestellt, welche vor der TMZ-Behandlung nicht ®©fBG inkubiert wurden. Unter
diesen Bedingungen war eine Behandlung mit TMZ titdxisch und auch eine
zusatzliche Vorinkubation mit IFI8-fuhrte nicht zu einer Erhéhung des Zelltods. Rlg a
Ansatze blieb die SubG1l Fraktion unter 10 %. UrBersind proliferierende Zellen
dargestellt, welche vor der TMZ-Behandlung ebesfaltht mit GBG inkubiert wurden.
Auch hier war eine Behandlung mit TMZ in Anwesenh&n MGMT trotz Proliferation
der Zellen nicht toxisch. Die Toxizitat wurde niahirch eine zusatzliche Behandlung mit
IFN-3 gesteigert. Die Toxizitat der verschieden beharedehnsatze stieg nicht tber 16 %.
C zeigt nicht-proliferierende Lymphozyten, welcher wter TMZ-Behandlung mit EBG
inkubiert wurden. In nicht proliferierenden Zell&ste eine Behandlung mit TMZ trotz
Depletion des Reparaturenzyms MGMT keine Apoptosss. aAuch durch eine
Vorbehandlung mit IFN3 kam es unter diesen Bedingungen nicht zu einedHtning des
Zelltods. Die SubG1l Fraktion stieg in keinem dersaéme Uber 10 %D zeigt
proliferierende Lymphozyten unter MGMT depletiertdedingungen. Unter diesen
Bedingungen war eine Behandlung mit TMZ toxisch wlel SubG1l Fraktion stieg auf
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56 %. Eine Vorbehandlung mit IFRIfUhrte zu einer Abnahme der Zelltodrate auf 41 %.
Zusammenfassend konnte die Proliferationsabhangigier TMZ vermittelten
Apoptoseinduktion gezeigt werden. Ebenso konntesigeaverden, dass MGMT fur die
Sensitivitat der Lymphozyten nach TMZ-Behandlungseheidend ist. Eine zusatzliche
Behandlung mit IFN3 fuhrte in Lymphozyten nicht zu einem Anstieg dgrofitoserate.
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Abb. 3-25: Einfluss von Interferonf3 auf die Temozolomid vermittelte Zytotoxizitat in humanen
Lymphozyten

Humane Lymphozyten wurden aus ,Buffy Coats" isaliétm sie zur Proliferation anzuregen, wurden sie
mit CD3 und CD28 Antikdrpern inkubiert. Sowohl gfetierende als auch nicht-proliferierende Zellen
wurden mit 300 I.E./ml IFN3 behandelt. 24 h spéater wurden sie mit 100 uM TMHadmdelt entweder mit
einer Vorinkubation von 10 pMSBG oder ohne. 96 h nach TMZ-Gabe wurde am Durchflyismeter die
Proliferation der Zellen Uberprift und die Zytotniiét der Behandlung durch Bestimmung der SubG1l
Fraktion ermittelt. £) nicht-proliferierende Zellen ohne®BG; (B) proliferierende Zellen ohne®8G; (C)
nicht-proliferierende Zellen mit BG; (D) proliferierende Zellen mit 8G. Die dargestellten Ergebnisse
setzten sich aus dem Mittelwert von drei unabhéghersuchen zusammen.
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3.2.3.2 Auswirkung von Interferon- 3 auf die Behandlung der

Melanomzelllinien DO5 und D14 mit Fotemustin und io  nisierender Strahlung

In der adjuvanten Therapie des malignen Melanonrsl,wieben den methylierenden
Agenzien Dacarbazin oder Temozolomid, auch dasrethiglierende Agenz Fotemustin
(FM) und ionisierende Strahlung (IR) verwendet. W untersuchen, ob IFN-
Auswirkungen auf die Sensitivitat der Zellen gedestuFM hat, wurden die Zellen fur
24 h mit 300 I.E./ml IFN3 behandelt. Danach erfolgte ein Medienwechsel, igZdllen
mit 10 uM OBG vorzubehandeln. Nach dieser Inkubationszeit emrdie Zellen mit
32 uM FM behandelt und die Zelltodrate nach 144utehl Ermittlung der SubG1 Fraktion
am Durchflusszytometer bestimmt. Die dargestelBeinG1l-Werte wurden hinsichtlich
der unbehandelten bzw. ausschlief3lich mit [FNehandelten Kontrollen korrigiert. In der
MGMT profizienten Zelllinie DO5 fuhrte eine Behandg mit FM nur zu einer sehr
geringen Zelltodrate von 6 % (Abb. 3-26). Auch eWierbehandlung mit IFN3 konnte
diese Rate nicht erhéhen. Wurden die Zellen jedméhdem MGMT Inhibitor GBG
vorbehandelt, stieg die Zelltodrate nach FM-Behamglauf 20 % an. Unter MGMT
depletierten Bedingungen hatte eine IBNforbehandlung einen signifikanten Anstieg der
Zelltodrate auf 28 % zur Folge. In der MGMT defizien Zelllinie D14 fuhrte eine
FM-Behandlung auch ohne °BG-Inkubation zu einer Zelltodrate von 28 %. Eine
Vorbehandlung mit €BG filhrte nicht zu einer Erhéhung des Zelltods. Wugine
Vorbehandlung der Zellen mit IFN- hatte sowohl in Anwesenheit als auch in

Abwesenheit von EBG keinen signifikanten Einfluss auf die SubG1 Fiak
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Abb. 3-26: Einfluss von Interferonf3 auf die Behandlung der Melanomzelllinien DO5 und D4 mit
Fotemustin

D05- und D14-Zellen wurden fir 24 h mit 300 I.E./fRN-B behandelt. Nach einem Medienwechsel
erfolgte die Inkubation mit 10 pM %®G und eine Behandlung mit 32 pM FM. Nach 144 hdeur die
Zellen geerntet und durch Bestimmung der SubG1 tlermkam Durchflusszytometer die Toxizitat der
Behandlungen ermittelt. Die Zelltodrate wurde aktiver Anteil der unbehandelten bzw. ausschiafli
mit IFN-B behandelten Proben dargestellt und setzt sicklisinabhangigen Versuchen zusammen.

Zur Untersuchung des Einflusses von IBNwf IR, wurden die Zelllinien DO5 und D14,
wenn angegeben, fur 24 h mit 300 I.E./ml IBN:orbehandelt. Danach wurden die Zellen
mit 4 bzw. 10 Gy bestrahlt. Unmittelbar nach destiBehlung erfolgte ein Medienwechsel.
Nach 96 h wurde durch Ermittlung der SubG1 Fraktean Durchflusszytometer die
Zelltodrate bestimmt und als relativer Anteil detbehandelten bzw. ausschliel3lich mit
IFN-B behandelten Proben dargestellt. In der Zelllini@sDiihrte eine Bestrahlung der
Zellen mit 4 Gy zu einem Anstieg der Zelltodratef 8% im Vergleich zu der
unbehandelten Kontrolle (Abb. 3-27). Durch eine b&randlung mit IFN3 stieg die
Zelltodrate auf 6 % an. Dieser Anstieg war niclgngfikant. Auch eine Bestrahlung der
Zellen mit 10 Gy liel3 die Zelltodrate mit und ohitéN-B Vorbehandlung nur auf 10 %
steigen. In der Zelllinie D14 fuhrte eine Bestraiguder Zellen mit 4 Gy sowohl mit als
auch ohne IFN2 Vorbehandlung zu einer induzierten SubG1 Rate3rert %. Durch eine
Bestrahlung mit 10 Gy erhdhte sich die Zelltodratd 16 % und blieb auch fur die
Kombinationsbehandlung mit IFR-auf diesem Wert.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass einsehéndlung mit IFN3 in der
Zelllinie DO5 einen sensibilisierenden Effekt au¥l Fausubt, wenn das Reparaturenzym
MGMT depletiert wurde. In der Zelllinie D14 konntlieser Effekt nicht beobachtet
werden. IR fihrt in beiden Zelllinien nur zu eirshr geringen Zelltodrate, welche auch

durch IFN$ nicht erhdht werden konnte.
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Abb. 3-27: Einfluss von Interferonf3 auf die Behandlung der Melanomzelllinien DO5 und D4 mit
ionisierender Strahlung

D05- und D14-Zellen wurden fir 24 h mit 300 I.E./fRN-B behandelt. Nach einem Medienwechsel
erfolgte die Bestrahlung mit 4 bzw. 10 Gy. Nach®&vurden die Zellen geerntet und die Zytotoxizitat
durch Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflugsngter ermittelt. In allen Diagrammen wurde die

Zelltodrate als relativer Anteil der unbehandelferw. nur mit IFNB behandelten Proben graphisch
dargestellt, welcher sich aus dem Mittelwert voai dnabhéngigen Versuchen zusammensetzt.

3.2.4 Identifizierung der L&sion, von welcher der s  ensibilisierenden Effekt

des Interferon- 3 gegenuber Temozolomid ausgeht

Die toxischste durch TMZ verursachte Lasion ist ai¢ (B % verhaltnismafiig seltene
Methylierung an der BPosition des Guanins f®eG) (Pepponi et al. 2003; Roos et al.
2004; Roos et al. 2007a).°eG ist ein potenter Apoptose-Ausldser, wird jedselnr
effizient von dem Reparaturenzym®-®lethylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT)
repariert (Pegg et al. 1993; Pegg et al. 1995; QeltsKaina 2000; Kaina et al. 2007).
Weit haufiger werden die Position N7 des GuaninsMRG) mit 80 — 95 % und N3 des
Adenins (N3MeA) methyliert. Diese Lasionen sind \@lem in nicht proliferierenden
Zellen bzw. in MGMT profizienten Zellen fir die DHtoxizitat von TMZ verantwortlich
(Briegert and Kaina 2007). Wie unter 3.2.2.1 bestian, tritt in der Zelllinie DO5 der
sensibilisierende Effekt des IFBlsowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit von
MGMT auf. Demnach konnte IF§-sowohl die Toxizitat der N-Methylierungen als auch
die von OMeG verstarken. Im folgenden Abschnitt soll gekiéierden, welche Lasion der

Ausgangspunkt fur den sensibilisierenden Effektl&és[ ist.
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3.2.4.1 Auswirkung von Interferon- 3 auf die Zelltodrate nach Behandlung mit

dem alkylierenden Agenz Methylmethansulphonat (MMS)

Durch das Alkylanz MMS werden hauptsachlich N-Aleyingen hervorgerufen. Der
Anteil von &-Alkylierungen des Guanins betragt maximal 0,3 %ré®ek 1990). Wiirde
IFN-B die Toxizitat der N-Alkylierungen verstarken, seleine Kombination von MMS
und IFN{3 in Anwesenheit von MGMT zu einer Erhéhung der @eltate fihren. Um den
Einfluss von IFNB auf die MMS-Behandlung zu untersuchen, wurdenZeiéen fir 24 h
mit 300 I.E./ml IFNB behandelt. Die Behandlung mit MMS erfolgte alssBaehandlung
mit 1 mM fur 1 h entweder mit oder ohne IFB\Vorbehandlung. Anschlie3end wurde das
Medium gewechselt. Nach 144 h wurde die Zytotodizitler Behandlungen durch
Ermittlung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytomdtestimmt. In Abb. 3-28 sind die
SubG1l Werte relativ zu der unbehandelten bzw. nitrllBN- behandelten Kontrolle
dargestellt. Die p53-Wildtyp Zelllinie D05 zeigte Anwesenheit von MGMT nach einer
Behandlung mit MMS eine Zelltodrate von 4 %. Einerbehandlung mit IFNg fuhrte
nicht zu einer signifikanten Erhéhung der SubGlk#oa. Nach zusatzlicher Behandlung
der Zellen mit ®BG stieg die Zelltodrate auf 15 % an. In Abwesenhen MGMT fiihrte
eine IFNf Vorbehandlung zu einer signifikanten Erhéhung$ginG1 Fraktion auf 33 %.
In der p53-mutierten, MGMT defizienten Zelllinie BXihrte die MMS-Behandlung in
Ab- und Anwesenheit von BG zu einer induzierten SubG1 Fraktion von 26 Y%meEi
zusatzliche Vorbehandlung der Zellen mit IBNfihrte nicht zu einer Erh6hung der
Sensitivitat. Zusammenfassend konnte der sensdvéisde Effekt von IFN3 nur in der
p53-Wildtyp Zelllinie DO5 und nur in AbwesenheitrvlGMT beobachtet werden.
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Abb. 3-28: Einfluss von Interferonf8 auf die Behandlung der Zelllinien DO5 und D14 miMMS

DO05- und D14-Zellen wurden fur 24 h mit 300 I.E.ARN- behandelt. Danach erfolgte die Inkubation mit
10 uM OBG und anschlieRend die Behandlung mit 1 mM MMSTili. Die Zytotoxizitat wurde mittels
Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflusszytomgtamessen. In beiden Diagrammen wurde die
Zelltodrate als relativer Anteil der unbehandelferw. nur mit IFNB behandelten Proben graphisch
dargestellt. Die werte setzten sich aus dem Mitetiwon drei unabhéngigen Versuchen zusammen.

3.2.4.2 Einfluss von Interferon- B auf die Apoptoserate nach Temozolomid-

Behandlung in MGMT uberexprimierenden Melanomzellen

In der p53-Wildtyp Zelllinie D05 fihrte eine Vorbamdlung mit IFNB auch in
Anwesenheit von MGMT zu einer signifikanten Erhoguter Apoptoserate durch TMZ
(3.2.2.1). Da diese Zelllinie MGMT mit einer Akttét von 298 fmol/mg Protein aufweist
und um auszuschliel3en, dass IBNinen Einfluss auf die Toxizitat der N-Alkylieruergy
hat, wurde die Zelllinie DO5 stabil mit MGMT tramgért. Die Effizienz der Transfektion
wurde durch Western-Blot-Analysen und mit Hilfe dedGMT-Aktivitats-Tests
untersucht. Die Klone C4 und C30 wiesen in der \&lesBlot-Analyse ein deutlich
hoheres MGMT-Niveau auf als die untransfizierterlefe (Abb. 3-29A). Auch war die
MGMT-Enzymaktivitat der beiden Klone C4 und C30 m&6 bzw. 604 fmol/mg Protein
doppelt so hoch wie in den nicht transfizierten DG8len. Um die Auswirkungen von
IFN-B auf die MGMT-Transfektanten zu untersuchen, wursi@mwohl untransfizierte D05
Zellen als auch beide Klone mit 300 I.E./ml IBNftir 24 h behandelt. Danach wurde das
Medium gewechselt und die Zellen mit 50 uM TMZ bedhelt. Nach 144 h wurde die
Apoptoserate mittels SubG1-Messungen am Durchijags®eter bestimmt. Wahrend in

den nicht-transfizierten Zellen eine Inkubation MEN-B zu einer Erhéhung der
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Apoptoserate fuhrte, war dieser Effekt in beiden MiGtransfizierten Klonen nicht zu
beobachten (Abb. 3-2B).

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass dabitisierende Effekt des IFI8-auf
die TMZ-Behandlung nicht durch eine Verstarkung @exizitat bedingt durch die N-
Alkylierungen hervorgerufen wird, sondern von désion GMeG ausgeht. Dass IFBlin

der Zelllinie DO5 auch ohne®G zu einer Erhéhung der Apoptoserate fiihrt, iglich
auf das niedrige MGMT-Niveau zurtickzufuhren.
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Abb. 3-29: Bestimmung der Apoptoserate nach Kombindonsbehandlung von Temozolomid und
Interferon- B in stabil mit MGMT transfizierten Melanomzellen

(A) Die Zelllinie DO5 wurde stabil mit MGMT transfizierUm die Effektivitdt der Transfektion zu
Uberprifen, wurden von nicht-transfizierten Zellemd MGMT-transfizierten Zellen Gesamtzellextrakte
hergestellt und die MGMT-Expression durch Westelot-Binalyse bestimmt. Ebenfalls wurde ein MGMT-
Aktivitatstest durchgefuhrt um die MGMT-Enzymaktét (fmol/mg Protein) in nicht-transfizierten und
MGMT-transfizierten Zellen zu vergleiche(B) Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden die nicht-
transfizierten D05-Zellen und die ausgewahlten I€l@05 C4 und D05 C30 fur 24 h mit 300 I.E./ml IBN-
behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte dizaBdlung mit 50 puM TMZ. Die Apoptoserate wurde
nach 144 h durch Messung der SubG1 Fraktion amHilusszytometer bestimmt. Die Werte wurden als
relativer Anteil der unbehandelten bzw. nur mit {gNbehandelten Proben dargestellt und bestehen aus
einem Mittelwert von drei unabhangigen Versuchen.
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3.2.5 Einfluss von Interferon- B auf die Prozessierung des Temozolomid-
induzierten DNA-Schadens O °MeG und die darauf folgende Apoptose-
Induktion

Unter 3.2.4.2 konnte gezeigt werden, dass die TMEizierte Lasion @MeG der
Ausgangspunkt fur den sensibilisierenden Effekt ¢ied-f ist. In Anwesenheit des
Reparaturenzyms MGMT wird die LasiorfMeG sehr effizient repariert. Ist jedoch kein
MGMT vorhanden, fiihrt diese Lasion zu einer Basalpfearung. Diese Fehlpaarung wird
durch die Fehlpaarungs-Reparatur (mismatch-repéiR) in der S-Phase erkannt und
prozessiert (Duckett et al. 1996). Im Verlauf dgedeeparaturschrittes kommt es zur
Bildung von DSBs (Ochs und Kaina 2000), welche dutie Doppelstrangbruchreparatur
repariert werden (Roos et al. 2009). Treten jednclviele Doppelstrangbriiche (in Folge
zu vieler OMeG-Léasionen) im Genom auf, so fiihren diese sekemd&chaden zur
Induktion von Zelltod (Lips and Kaina 2001a). IENBehandlung kdnnte einen dieser
Prozessierungsschritte beeinflussen und dadurehhéihere Apoptoserate hervorrufen. Es
gibt drei verschiede Mdglichkeiten, durch welch®&l§ die Toxizitat von TMZ erh6hen
konnte: i) IFNB konnte das MGMT-Niveau, die MMR oder die DSB-Rejpar
beeinflussen, welche an der Beseitigung des DNAa@ehs beteiligt sind; ii) IFN-
Vorbehandlung kénnte zu einem hoheren Niveau an ,D&B apoptoseauslosenden
sekundaren Lasionen, fuhren; iii) IHNkonnte die Apoptose auslosende Signalkaskade
verstarken. In den folgenden Abschnitten wurdeElefluss von IFNB auf die Reparatur
bzw. Prozessierung der’@eG-Lasion untersucht. Die letzten Punkte dieseschbittes
befassen sich mit dem Einfluss von IBNauf den intrinsischen und extrinsischen

Apoptosesignalweg.

3.2.5.1 Einfluss von Interferon- [ auf die Reparatur und Prozessierung der

durch Temozolomid hervorgerufenen Lasionen

3.2.5.1.1 Interferon- B hat keinen Einfluss auf die MGMT Expression
Fur IFN3 wurde in Gliomzellen beschrieben, dass es MGMT palghangig

herunterreguliert und die Zellen daher gegentbeZ Hdnsibilisiert(Natsume et al. 2005;
Natsume et al. 20080b auch in den Melanomzellen D05 und D14 die MGEKpression
durch ein Behandlung mit IF-beeinflusst wird, wurde im Folgenden untersuchertdr
wurden die Zellen fur 24 h mit 300 L.LE./ml IHN-behandelt. Danach wurde bei allen
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Ansatzen das Medium gewechselt und der 24 h Waeaitdie unbehandelte Kontrolle
geerntet. An den darauf folgenden Tagen wurden é48ch72 h Werte geerntet. Nachdem
Gesamtzellextrakte hergestellt wurden, konnte meittéestern-Blot-Analyse die MGMT
Expression untersucht werden. In der p53-Wildtygllidee DO5 konnte nach IFNE
Behandlung kein Einfluss auf das MGMT-Niveau bedibeicwerden (Abb. 3-30). Da die
Zelllinie D14 wie unter 3.2.1.3 beschrieben MGMTidient ist, wurde hier kein MGMT
nachgewiesen.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine BehandhihglFN-3 weder in der
p53-Wildtyp Melanomzelllinie DO5 noch in der p53-tieuten Zelllinie D14 einen Einfluss
auf das MGMT-Niveau hat.

D05 D14
-+ + + - + + + |FNB
----| MGMT

0 24 48 72 0 24 48 72 Zeit(h)

Abb. 3-30: Einfluss von Interferonf3 auf die Expression des Reparaturenzyms MGMT

D05- und D14-Zellen wurden fur 24 h mit 300 |.E./MaN-f3 behandelt. Danach wurde in allen Ansétzen
das Medium gewechselt und die Zellen zu den entbpreden Zeitpunkten nach IHNGabe geerntet. Fir
die Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextrakézgestellt und je 30 pg Protein eingesetzt. Die
Membran wurde mit spezifischen Antikérpern gegenNIiGinkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle.

3.25.1.2 Interferon- B hat keinen Einfluss auf die Expression der

untersuchten Fehlpaarungs- Reparatur-Proteine

Um den Einfluss von IFNe auf die Expression verschiedener MMR-Proteine zu
untersuchen, wurden D05 und D14 Zellen fur 24 h 3Q0 I.E./ml IFN behandelt.
Danach wurde in allen Ansatzen das Medium gewechswl der 24 h Wert und die
unbehandelte Kontrolle geerntet. An den daraufefiotten Tagen wurden Zellen nach 48 h
und 72 h Postinkubationszeit geerntet. Nachdem r@es#lextrakte hergestellt wurden,
konnte mittels Western-Blot-Analyse die Expresster MMR-Proteine PMS2, MLH1,
MSH2 und MSH6 untersucht werden. Abb. 3-31 zeigssdweder in der Zelllinien D05
noch in der Zelllinie D14 eine Behandlung mit IBNzu einer Veranderung in der
Expression der untersuchten Proteine fuhrte. Demsakeint die MMR nicht durch eine

IFN-3 Behandlung beeinflusst zu werden.
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D05 D14 D05 D14
- 4+ + + - + + + IFN-R - 4+ + + - + + + IFNR
T T S \LHL — = | | MSH6
—_—— W | ERK 2 e ] r—— | R K 2

0 24 48 72 0 24 48 72 Zeit(h) 0 24 48 72 0 24 48 72 Zeit(h)

Abb. 3-31: Einfluss von Interferonf§ auf die Expression der Fehlpaarungs-Reparaturenzym PMS2,
MLH1, MSH2 und MSH6

D05- und D14-Zellen wurden fir 24 h mit 300 I.E./mN-B behandelt. Danach wurde in allen Ansatzen das
Medium gewechselt und die Zellen zu den entspretderZeitpunkten nach IFR-Gabe geerntet. Fir die
Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextrakte éstejlt und je 30 pg Protein eingesetzt. Die Membra
wurde mit spezifischen Antikdérpern gegen PMS2, MI.HMSH2 und MSH6 inkubiert. ERK2 diente als
Ladekontrolle.

3.2.5.1.3 Interferon- 3 hat keinen Einfluss auf die Expression der Protein e der

homologen Rekombination

Da gezeigt werden konnte, dass die durch TMZ-irettesn DSBs hauptsachlich tber die
Homologe Rekombination (HR) repariert werden (Rebal. 2009), wurden die Proteine
Rad51 und Rad52 der HR auf einen Einfluss von [Fhin untersucht. Hierfir wurden
D05 und D14 Zellen fir 24 h mit 300 I.E./ml IFB\behandelt. Danach wurde das Medium
gewechselt und der 24 h Wert und die unbehandettetrlle geerntet. An den darauf
folgenden Tagen wurden Zellen nach 48 h und 72ehnget. Nachdem Gesamtzellextrakte
hergestellt wurden, konnte mittels Western-Blot-Kea die Expression von Rad51 und
Rad52 untersucht werden. Weder in der Zelllinie D@sh in der Zelllinie D14 konnte
eine Veradnderung in der Expression der untersucRteteine Rad51 und Rad52 durch

IFN-3 beobachtet werden (Abb. 3-32).

D05 D14 D05 D14
RN IEN-R - + + + - + + + |FN-B
EEEREESR Rt E===f=—— Rad 52
e | ERK2 T ERK2

0 24 48 72 0 24 48 72 Zeit(h) 0 24 48 72 0 24 48 72 Zeit(h)
Abb. 3-32: Einfluss von Interferonf3 auf die Expression der HR-Proteine Rad51 und Rad52

D05- und D14-Zellen wurden fur 24 h mit 300 |.E./MN-f3 behandelt. Danach wurde in allen Anséatzen
das Medium gewechselt und die Zellen zu den entbpredlen Zeitpunkten nach IHNGabe geerntet. Fir
die Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextrafigzgestellt und je 30 pg Protein eingesetzt. Die
Membran wurde mit spezifischen Antikdrpern gegend3Raund Rad52 inkubiert. ERK2 diente als
Ladekontrolle.
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3.2.5.2 Einfluss von Interferon- B auf die Anzahl der durch Temozolomid
entstehenden DNA-Doppelstrangbrtiche

Nach einer Behandlung mit TMZ sind die im Zuge Bevzessierung der®®leG-Lasion
entstehenden DSBs die Apoptose auslésenden Las{bipenand Kaina 2001a). Um den
Einfluss von IFNB auf die Induktion an DSBs zu untersuchen, wurdechkdu
Immunfluoreszenz die schadensabhéngige Phosphomyjedes Histons H2AX am Serin
139 fH2AX) nachgewiesen. Die durch diese Methode nacthveeenyH2AX Foci gelten
als Indikatoren fur vorhande DSBs (SedelnikovaleR@02; Ismail and Hendzel 2008).
D05 Zellen wurden fur 24 h mit 300 IL.E./ml IFB-inkubiert. Danach erfolgte ein
Medienwechsel und eine Behandlung mit 10 uRBG. AnschlieRend wurden die Zellen
mit 50 uM TMZ behandelt, 24, 48 und 72 h nach TM&@b& geerntet und fir den
Immunfluoreszenz-Nachweis aufbereitet. Die unbebked Kontrollen bzw. die
ausschlieBlich mit IFN3 behandelten Proben wurden zusammen mit dem 24 h We
geerntet. Fur jeden Ansatz wurden 40 Zellen ausdieaind der Mittelwert der
Foci-Anzahl graphisch dargestellt. In der Zelllid®@5 konnten in der Kontrolle bzw. der
IFN-3 behandelten Probe im Durchschnitt zwischen 2 uRd@ pro Zelle gezahlt werden
(Abb. 3-33). Dieser Wert erhohte sich 24 h nach TB&handlung auf 38 Foci pro Zelle.
Er wurde auch durch die zuséatzlich Inkubation maN43 nicht signifikant verandert. 48 h
und 72 h nach TMZ-Behandlung konnte kein weiterastieg der Foci-Anzahl beobachtet
werden. Auch die Kombination mit IFN- lie3 die Foci-Anzahl nicht ansteigen.
Zusammenfassend konnte durch diese Methode keiaréohVert an DSBs durch eine

Vorbehandlung mit IFN3 nachgewiesen werden.
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Abb. 3-33: Einfluss von Interferonf auf die Induktion von DNA-Doppelstrangbriichen nach
Temozolomid-Behandlung

D05-Zellen wurden fir 24 h mit 300 I.E./ml IFBlbehandelt. Danach wurde das Medium gewechselt, die
Zellen mit 10 uM GBG inkubiert und anschlieBend mit 50 uM TMZ behdnd® h, 48 h und 72 h nach
TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und fur die bmfluoreszenz aufbereitet. In jedem der drei
unabhéngigen Versuche wurden fir jeden Ansatz 4@erZewusgezahlt und der Mittelwert graphisch
dargestellt.

3.25.3 Einfluss von Interferon- B auf die Apoptose auslosenden
Signalkaskaden

Um nach DNA-Schadigung Apoptose auszulosen, steleerZelle zwei Signalwege zur
Verfigung. Der mitochondrial vermittelte (intrinsie) Apoptoseweg und der Rezeptor-
vermittelte (extrinsische) Weg. Da, wie unter 3.2.6nd 3.2.5.2 gezeigt wurde, IHN-
keinen Einfluss auf die Reparatur der durch TMZvbegerufenen Lasionen hatte und
auch die Anzahl der entstehenden DSB durch BFNicht erhdoht wurde, kdnnte der
sensibilisierende Effekt durch eine Verstarkung @goptotischen Signale hervorgerufen
werden. Daher wurde im Folgenden der Einfluss eN-B auf das Expressionsniveau

einiger relevanter Proteine der beiden Apoptos@dkgskaden untersucht.

3.2.5.3.1 Interferon- B hat in der Zelllinie D14, nicht aber in der Zellli  nie D05,
einen Einfluss auf den intrinsischen Apoptoseweg

Wie unter 1.7.1 beschrieben, stehen die Mitochendim Mittelpunkt des intrinsischen
Apoptoseweges. Nach einem apoptotischen Stimulasirkoes durch Oligomerisierung
der pro-apoptotischen Proteine Bax und Bak zur uBitgd von Poren in der

Mitochondrienmembran und dadurch zur Freisetzung @gtochrom C. Die Bildung der
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Poren kann durch anti-apoptotische Proteine, we ldar untersuchte Bcl2, verhindert
werden. Das pro-apoptotische Protein Puma beestflusgativ die Funktion der anti-
apoptotischen Proteine der Bcl2-Familie und beggnsiadurch die Bax und Bak
vermittelte Porenbildung in den Mitochondrien. Daleirde der Einfluss von IFIg-auf
die Expression dieser Proteine untersucht. Hiedfiirden die Zellen fur 24 h mit
300 I.E./ml IFN$ behandelt. Danach erfolgte ein Medienwechsel umel mkubation mit
10 pM GBG. Um einen apoptotischen Stimulus zu erhaltendemi die Zellen mit 50 uM
TMZ behandelt und 24, 48, 72, 96, 120 und 144 hhnaMZ-Gabe geerntet. Die
unbehandelten Kontrolle sowie die ausschlieZlich IFN-3 behandelten Proben wurden
zum Zeitpunkt O h geerntet. Nach der Herstellung €gtoplasmaextrakten wurden durch
Western-Blot-Analysen die Expression der Proteinem® Bak, Bax und Bcl2
nachgewiesen. Abb. 3-34 zeigt, dass die Expressésnpro-apoptotische Proteins Puma
sowohl in der Zelllinie DO5 als auch in der ZeliénD14 zu spaten Zeitpunkten nach
TMZ-Behandlung abnimmt. Dies ist dadurch zu erkidrelass zu diesen spéaten
Zeitpunkten bereits sehr viele Zellen apoptotisold sind dadurch die Proteine nicht mehr
nachgewiesen werden konnten. Die Expression deagwptotischen Proteins Bax nimmt
in der Zelllinie DO5 nach TMZ-Behandlung zu. Jedosind die Zunahme durch eine
Inkubation mit IFNB nicht beeinflusst. In der Zelllinie D14 bleibt diexpression des pro-
apoptotischen Proteins Bax nach einer BehandlungZdiien mit TMZ konstant. Durch
eine zusatzliche Vorbehandlung mit IFNkann Bax im Cytoplasma kaum noch
nachgewiesen werden. Die Expression des pro-apsgten Proteins Bak bleibt in beiden
Zelllinien nach einer TMZ-Behandlung auf einem kansen Niveau und wird auch durch
eine zusatzliche Inkubation mit IFBlnicht verandert.

Zusammenfassend hatte eine zuséatzlich zu TMZ egdghandlung der Zellen mit IFBI-
nur in der Zelllinie D14 einen Effekt auf das Exgs®nsniveau des pro-apoptotischen
Proteins Bax. Das Expressionsniveau aller weitergarsuchten Proteine wurde in keiner

der beiden Zelllinien durch eine Vorbehandlung iffiM-[3 verandert.
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Abb. 3-34: Einfluss von Interferonf8 auf die Expression der pro-apoptotischen Protein®uma, Bak und
Bax und das anti-apoptotische Protein Bcl2 nach Teazolomid-Behandlung

D05- und D14-Zellen wurden fur 24 h mit 300 I.E./M/BN-f3 behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte
eine Inkubation mit 10 pM G und eine Behandlung mit 50 pM TMZ. Zu verschiegte Zeitpunkten nach
TMZ-Gabe wurden die Zellen geerntet und Cytoplastirakte hergestellt. Fir die Western-Blot-Analysen
wurden je 30 pug Protein eingesetzt und mit spekiéa Antikérpern gegen Puma, Bak, Bax oder Bcl2
inkubiert. ERK2 diente als Ladekontrolle.

3.2.5.3.2 Interferon- B fihrt zu einer verstarkten Expression der Pro-Casp  ase-

8, beeinflusst jedoch nicht die Expression des Fas- Rezeptors

Wie unter 1.7.2 beschrieben, wird bei einer Aktiuiey des extrinsischen Apoptoseweges
das Fas-Rezeptor-Protein in den Zellen p53-abhéngigufreguliert. Nach Aktivierung
des Fas-Rezeptors wird die Fas-assoziierte-Todegu®ifir ADD) rekrutiert, um daraufhin
die Pro-Caspase-8 zu rekrutieren und zu aktivieieese aktive Initiatorcaspase spaltet
direkt die Effectorcaspasen-3 und -7, welche Apspiuslosen. Die Caspase-8 ubernimmt
somit eine Schlusselrolle im extrinsischen Apoptesg Um den Einfluss von IFR-auf
das Expressionsniveau der Pro-Caspase-8 zu urttersusurden D05 und D14 Zellen fur
24 h mit 300 I.E./ml IFN3 behandelt. Danach wurde in allen Ansatzen das Whedi
gewechselt und die Zellen zu den entsprechenddaerZaach IFN3 Gabe geerntet. Als
Referenz dienten unbehandelte Kontrollen. NachHaestellung von Cytoplasmaextrakten
wurde eine Western-Blot-Analyse mit einem speifest Antikbrper gegen Pro-Caspase-8
durchgefuhrt. Abb. 3-35A zeigt, dass das Pro-Caspase-8 Proteinniveau ideibei
Zelllinien in den unbehandelten Kontrollen kaummaeisbar war. Erst durch 24-stiindige
IFN-B Inkubation stieg das Pro-Caspase-8 Proteinnivealei p53-Wildtyp Zelllinie D05
stark an und blieb bis 72 h nach IPNGabe auf einem konstant hohen Niveau. In der
p53-mutierten Zelllinie D14 war dieser IHB-bedingte Anstieg des Pro-Caspase-8
Niveaus ebenfalls vorhanden, jedoch deutlich gerinduch die Expression des Fas-
Rezeptors nach IFI§-Gabe wurde untersucht. Hierzu wurden die Zelleamé&dils fir 24 h

mit 300 I.LE./ml IFNB behandelt. Nach einem Medienwechsel wurden dieeZeu den
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entsprechenden Zeiten nach IBNzabe geerntet und Membranextrakte hergestelltctibur
eine Western-Blot-Analyse mit einem Antikorper gegken Fas-Rezeptor konnte dessen
Expression nachgewiesen werden. Weder in der #iellDO5 noch in der Zelllinie D14
fuhrte eine Inkubation mit IFN- zu einer Hochregulation des Fas-Rezeptors auf
Proteinebene (Abb. 3-35).

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine 24-stinéiy{3 Behandlung in der
p53-Wildtyp Zelllinie DO5 zu einer verstarkten Egpsion der Pro-Caspase-8 flhrte,
welche in der p53-mutierten Zelllinie zwar eberdall beobachten war, jedoch in einem
deutlich schwéacheren Ausmali. Die Expression desREasptor Proteins auf der

Zelloberflache wurde in keiner der beiden Zelllmurch IFNB beeinflusst.

A
D05 D14
- + + + |FN-[3 - + + + ”:N_B
~ | Pro-Caspase-8 Pro-Caspase-8
0 24 48 72 Zeit(h) 0 24 48 72 Zeit(h)

D14
IFN-B + + + IFN-B
B ERK2 e ~ | ERK2
0 24 48 72 Zeit (h) 0 24 48 72  Zeit(h)

Abb. 3-35: Einfluss von Interferonf3 auf die Expression der fur den extrinsischen Apomtseweg
essenziellen Proteine Pro-Caspase-8 und Fas-Rezepto

DO05- und D14-Zellen wurden fir 24 h mit IHNNbehandelt. Danach wurde in allen Ansétzen das Wedi
gewechselt und die Zellen zu den entsprechendetputditen nach IFN& Gabe geerntetfA) Fir die
Western-Blot-Analyse wurden Cytoplasmaextrakte éstgjlt und je 30 pg Protein eingesetzt. Die
Membran wurde mit einem spezifischen Antikdrper ezed’ro-Caspase-8 inkubiert. ERK2 diente als
Ladekontrolle(B) Fir die Western-Blot-Analyse wurden Membranexgdiegrgestellt und je 30 pg Protein
eingesetzt. Die Membran wurde mit einem spezifiachatikorper gegen den Fas-Rezeptor inkubiert.
ERK2 diente als Ladekontrolle.
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3.2.6 Verifizierung der Ergebnisse durch eine weite re p53-Wildtyp
Melanomzelllinie (A375) und eine weitere p53-mutier te Melanomzelllinie
(RPMI 7951)

IFN-B hat nach den bisher erlangten Erkenntnissen inVig@®yp Melanomzellen einen
starkeren sensibilisierenden Einfluss auf eine TB&handlung als in p53-mutierten
Melanomzellen. Der sensibilisierende Effekt von iBNwurde mit einer verstéarkten
Expression der fur den extrinsischen Apoptosewegerdgillen Pro-Caspase-8 in
Verbindung gebracht. Um auszuschliel3en, dass ashscbei um einen fur die beiden
Melanomzelllinien D05 und D14 einzigartigen Effekiandelt, wurde eine weitere
p53-Wildtyp (A375) und eine weitere mutierte Melargelllinie (RPMI 7951) hinsichtlich
des Einflusses von IF§-auf die TMZ-Sensitivitat und die Expression deo-Raspase-8
untersucht. Um den sensibilisierenden Effekt vad-f~auf TMZ zu untersuchen, wurden
die Zellen fir 24 h mit 300 I.E./ml IF8-behandelt. Die entsprechenden Kontrollen
wurden nicht behandelt. Nach einem Medienwechsetierudie Zellen mit 10 uM BG
inkubiert und anschlie3end mit 50 uM TMZ behandet4 h nach TMZ-Gabe wurden die
Proben geerntet und mittels Bestimmung der Sub@ktien am Durchflusszytometer die
Zytotoxizitat ermittelt. Abb. 3-36A zeigt die Zelltodraten nach den verschiedenen
Behandlungen. Die p53-Wildtyp Zelllinie A375 zeigte Anwesenheit von MGMT eine
geringe Toxizitat gegenuber TMZ, welche auch dubEN-B nicht gesteigert werden
konnte. Ist jedoch MGMT durch den InhibitoPBG depletiert, zeigte die alleinige TMZ-
Behandlung eine leicht erhdhte Toxizitat mit eidgroptoserate von 6 %, womit diese
Zelllinie vergleichsweise resistent auf TMZ reatger Durch die 24-stindige
Vorinkubation mit IFNB konnte die Apoptoserate unter MGMT depletiertediBgungen
auf 22 % gesteigert werden. In der p53-mutiertetilizie RPMI 7951 hatte eine
Vorbehandlung mit IFN3 weder in Anwesenheit noch in Abwesenheit von MG#&lien

Einfluss auf die Apoptoserate nach TMZ-Behandlung.
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Abb. 3-36 A: Zytotoxizitat der Kombinationsbehandlung aus Temozolomid und Interferon B in den
Zelllinien A375 und RPMI 7951

A375- und RPMI 7951-Zellen wurden fir 24 h mit 30E./ml IFN3 behandelt. Nach einem
Medienwechsel erfolgte die Inkubation mit 10 uMBG und anschlieRend die Behandlung mit 50 uM
TMZ. Die Zytotoxizitét wurde mittels Bestimmung d8ubG1 Fraktion am Durchflusszytometer gemessen.
In beiden Diagrammen wurde die Zelltodrate alstieda Anteil der unbehandelten bzw. nur mit IBN-
behandelten Proben graphisch dargestellt, welchl aus dem Mittelwert von drei unabhangigen
Versuchen zusammensetzt.

Um den Einfluss von IFNB auf die Expression der Pro-Caspase-8 in diesdhinfa zu
untersuchen, wurden die Zellen fir 24 h mit 300/ilEIFN-3 behandelt. Danach wurde in
allen Ansatzen das Medium gewechselt und die Zelleden entsprechenden Zeiten nach
IFN-3 Gabe geerntet. Als Referenz dienten unbehandelitéréllen. Nach der Herstellung
von Gesamtzellextrakten wurde eine Western-Blotifge mit einem spezifischen
Antikorper gegen Pro-Caspase-8 durchgefuhrt. Dieb.AB-36 B zeigt, dass das
Pro-Caspase-8 Proteinniveau in der p53-Wildtyp lidedl A375 in der unbehandelten
Kontrolle kaum nachweisbar war, vergleichbar zu delilinie DO5 (vgl. Abb. 35A).
Durch die 24-stindige Inkubation mit IHBlkonnte auch in dieser p53-Wildtyp Zelllinie
das Pro-Caspase-8 Proteinniveau nach Behandlungictelerhoht werden. Diese
Erh6hung blieb bis 72 h nach IFlBehandlung auf einem konstant hohem Niveau. In der
p53-mutierten Zelllinie RPMI 7951 war die Expressider Pro-Caspase-8 bereits in der
Kontrolle verhaltnisméRig hoch und konnte durch{ENicht gesteigert werden.
Zusammenfassend konnte in der p53-Wildtyp ZellliAig75 unter MGMT depletierten

Bedingungen eine deutliche Sensibilisierung dufeN-B gegeniber TMZ sowie eine
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Hochregulation der Pro-Caspase-8 nachgewiesen wehdeder p53-mutierten Zelllinie
RPMI 7951 war dies nicht zu beobachten.

B
A375 RPMI 7951
- + + + IFN-B - + + + IFNB
| Pro-Caspase-8 === === | Pro-Caspase-8
T ERK2 eSS ERK2
0 24 48 72 Zeit(h) 0 24 48 72 Zeit(h)

Abb. 3-36 B: Beeinflussung des Pro-Caspase-8 Nivesadurch Interferon-8 in den Zelllinien A375 und
RPMI 7951

A375- und RPMI 7951-Zellen wurden fir 24 h mit IPNbehandelt. Danach wurde in allen Ansétzen das
Medium gewechselt und die Zellen zu den entspratdgreZeitpunkten nach IFR-Gabe geerntet. Fir die
Western-Blot-Analyse wurden Gesamtzellextraktengéstellt und je 30 pg Protein eingesetzt. Die
Membran wurde mit einem spezifischen Antikdrper ezed’ro-Caspase-8 inkubiert. ERK2 diente als
Ladekontrolle.

3.2.7 Untersuchungen zur Reaktivierung der Fas-Reze ptor vermittelten
Apoptose in malignen Melanomzelllinien durch eine | nterferon- B induzierte

verstarkte Expression der Pro-Caspase-8

Nach TMZ-Behandlung wird in p53-Wildtyp Gliomzellamd humanen Lymphozyten
Uber den Fas-Rezeptor vermittelten Signalweg Ammptusgeldst, weshalb p53-Wildtyp
Zellen deutlich sensitiver auf eine Behandlung TlMtZ reagieren als p53-mutierte Zellen
(Roos et al. 2004; Roos et al. 2007a). Nach demehkigen Untersuchungen trifft dies fur
Melanomzellen nicht zu. Nach TMZ-Behandlung schairilelanomzellen Apoptose uber
den mitochondrialen Weg vermittelt zu werden (si€h2.1.2), weshalb p53-Wildtyp
Zellen im Vergleich zu p53-mutierten Zellen nicknsitiver auf die Behandlung mit TMZ
reagieren. Hinzu kommt, dass in drei der vier wsuehten Melanomzelllinien (D05, D14
und A375) die Pro-Caspase-8, welche essentielb@ir extrinsischen Apoptoseweg ist,
nahezu nicht nachweisbar war. Erst eine Vorbehagdimit IFN{3 bewirkte eine
Sensibilisierung der p53-Wildtyp Zellen gegenubeMZFBehandlung, was in
p53-mutierten Zellen gar nicht oder in geringeremasald zu beobachten war. Die
Sensibilisierung ging mit einer IFN-vermittelten Hochregulation der Pro-Caspase-8
einher. Im Folgenden wurde untersucht, ob durchFehef3 vermittelte Hochregulation der
Pro-Caspase-8 in den p53-Wildtyp Zellen die Aktivieg des Fas-Rezeptor- sowie des

TRAIL-Rezeptor- vermittelten Apoptoseweges nach FB&handlung ermdglicht wird.
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3.2.7.1 Einfluss von Interferon- B auf die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor

vermittelten Apoptose

Im Folgenden sollte untersucht werden, ob die Matarelllinien D05 und D14 nicht oder
nur eingeschrankt in der Lage sind, den Fas-Rezgptmittelten Apoptoseweg zu nutzen.
Weiterhin wurde mit Hilfe eines Fas-aktivierendemtikorpers untersucht, ob eine
Vorbehandlung mit IFN3 die Aktivierbarkeit des Fas-Rezeptor vermittelten
Apoptoseweges beeinflusst. Fur diese Versuchsreitie es essentiell, dass sich zum
Zeitpunkt der Gabe des Fas-aktivierenden Antik@&peer Fas-Rezeptor auf der
Oberflache der Zellen befindet. Wie u. a. fur Glmeilen beschrieben, fihrt eine
Behandlung mit TMZ in p53-Wildtyp Zellen zu eineo¢hregulation des Fas-Rezeptors
und zu dessen Anreicherung an der Zelloberflacheillé¥ et al. 1998). Um zu
untersuchen, ob auch in Melanomzellen eine TMZ-Bdhag zur p53 abhéngigen
Hochregulation des Fas-Rezeptors fiihrt, wurden @%b D14 Zellen mit 10 pM BG
inkubiert und anschlieRend mit 50 uM TMZ behandé&k.h nach TMZ-Gabe wurden die
Zellen geerntet und Membranextrakte hergestelltcBWestern-Blot-Analyse mit einem
spezifischen Antikorper gegen den Fas-Rezeptor tkoseine Expression nachgewiesen
werden. Als Referenz dienten unbehandelte KontiollBie Western-Blot-Analyse in
Abb. 3-37 A zeigte, dass ohne TMZ-Behandlung der Fas-Rezéptder Membran nur
sehr schwach exprimiert wurde. 72 h nach TMZ-Gatnenke dagegen eine stark erhdhte
Expression des Fas-Rezeptors in der Membran der-WikiByp Zelllinie D05
nachgewiesen werden. In der p53-mutierten Zelllbie! war dies nicht zu beobachten.
Aufgrund dieser Untersuchung wurde fur die Zugabs Has-aktivierenden Antikorpers
der Zeitpunkt 72 h nach TMZ-Behandlung gewahlt.dfesem Zeitpunkt exprimierten die
p53-Wildtyp Zellen DO5 bereits sehr stark den Fagdptor auf ihrer Oberflache, die
Apoptoserate war jedoch noch gering (vgl. 3.2.249, dass sie durch den Fas-
aktivierenden Antikérper gesteigert werden konbter verwendete Antikorper bindet und
aktiviert den Fas-Rezeptor und aktiviert dadurche diRezeptor-vermittelte
Apoptosekaskade. D05 und D14 Zellen wurden fur 24ith300 I.LE./ml IFNB behandelt.
Danach wurde das Medium gewechselt, die Zellen ¥ituM BG inkubiert und
anschlieBend mit 50 uM TMZ behandelt. 72 h nach TB&andlung wurden die Zellen
fur 24 h mit 25 ng/ml eines Fas-aktivierenden Aditgers inkubiert oder nicht. Alle
Ansatze wurden zusatzlich mit 25 ng/ml Protein Ahdmwelt. Nach 24-stindiger
Antikorper-Inkubation wurden die Zellen geerntetdiir die Bestimmung der Apoptose-

INekrosefrequenz am Durchflusszytometer mit AnneXifPropidiumjodid gefarbt. In
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Abb. 3-37B ist die relative Apoptoserate im Vergleich zureallgen TMZ-Behandlung
dargestellt. Alle Werte wurden vorher hinsichtldér unbehandelten Kontrolle korrigiert.
In der Zelllinie DO5 bewirkte die alleinige Behandf der Zellen mit dem Fas-
aktivierenden Antikorper (Saulg oder mit IFNB (Saule?) keine Steigerung der relativen
Apoptoserate. IFN3 kombiniert mit dem Fas-aktivierenden Antikdrpeéy& 3) fuhrte zu
einer Steigerung der Apoptoserate um das 7-fachegrgleichbar der
Kombinationsbehandlung von TMZ,°BG und IFNS (Saule 6). Fir die in diesem
Abschnitt relevante Fragestellung ist der Vergledgr beiden folgenden Behandlungen
entscheidend. Wurden die Zellen nur mit TMZ°BG und dem Fas-aktivierenden
Antikorper behandelt (Saulb), stieg die relative Apoptoserate um das 8-fadhiee
zusatzliche Vorbehandlung mit IFBI{Saule?) liel3 unter diesen Bedingungen die relative
Apoptoserate um das 17-fache ansteigen. In delirdellD14 zeigte der Vergleich
zwischen TMZ + GBG kombiniert mit dem Fas-aktivierenden Antikorg8aule5) und
einer zusatzlichen Vorbehandlung mit IEN¢(Saule7) zwar auch eine Erh6hung der
relativen Apoptoserate, jedoch nur von einer Vepliapg auf das 6-fache. Somit war
dieser Anstieg deutlich geringer als in der ZeldiD05.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass ehan@leng der p53-Wildtyp Zelllinie
D05 mit TMZ, BG und dem Fas-aktivierenden Antikérper nur zu mingeringen
Anstieg der Apoptoserate fihrte. Erst durch einsatliche Vorbehandlung mit IFpI-
konnte in der p53-Wildtyp Zelllinie D05 deutlich edi Fas-Rezeptor vermittelten
Apoptoserate gesteigert werden. Dies war in derrpbG8erten Zelllinie D14 nicht der
Fall. Demnach scheint sowohl die TMZ vermitteltel pb3 abhangige Hochregulation des
Fas-Rezeptors als auch die IB\Worbehandlung notwendig zu sein, um in der Za#lin

D05 die Fas-Rezeptor abhangige Apoptosekaskadktixieeen.
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Abb. 3-37: Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose durch Interferonf3 in den Zelllinien
D05 und D14

(A) DO5- und D14-Zellen wurden mit 10 pM°BG inkubiert und anschlieBend fiir 72 h mit 50 pM ZM
behandelt. AnschlieBend wurden Membranextrakte dséetit und je 30 pg Protein fur die Western-Blot-
Analyse mit einem Antikdorper gegen den Fas-Rezepwmvendet. Als Referenz dienten unbehandelte
Kontrollen. ERK2 diente als Ladekontroli@) Die Zellen wurden fir 24 h mit 300 I.E./ml IFBlbehandelt.
Nach einem Medienwechsel wurden die Zellen mit MO@PBG inkubiert und mit 50 uM TMZ behandelt. 72 h
nach TMZ-Gabe wurden die Zellen, wenn angegeben,2#i h mit 25 ng/ml eines Fas-aktivierenden
Antikérpers behandelt. Zusatzlich wurden alle Amsanit 25 ng/ml Protein A behandelt. Die Bestimmuieg
Apoptosefrequenz durch Annexin V/Propidiumjodid Pelfarbung erfolgte am Durchflusszytometer. In den
Graphen ist die relative Apoptose im Vergleich #eimiger TMZ-Behandlung dargestellt. Zusatzlich nden
alle Werte hinsichtlich der Apoptose in der unbel@en Kontrolle korrigiert. Die Ziffern 1-7 stetie
verschiedene Behandlungsschemata Hdfas-aktivierender Antikbrpe®; IFN-B, 3: IFN-B + Fas aktivierender
Antikérper, 4: TMZ + O°BG, 5: TMZ + O°BG + Fas aktivierender Antikdrpes; TMZ + O°BG + IFNB, 7:
TMZ + O°BG + IFN{ + Fas aktivierender Antikorper. Die Daten steltlsm Mittelwert aus drei unabhéngigen
Versuchen dar.
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3.2.7.2 Stabile Transfektion der Zelllinien DO5 und A375 mit DN-FADD und
deren Auswirkungen auf die Interferon- [ vermittelte Sensibilisierung

gegenlber Temozolomid

In der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose spielDBAeine entscheidende Rolle bei der
Rekrutierung und Aktivierung von Pro-Caspase-8. PADBD ist durch eine Mutation im
FADD-Protein nicht in der Lage, die Pro-Caspaset8 rekrutieren. Eine stabile
Transfektion der Zellen mit DN-FADD hat zur Folgi#ass dieses nicht funktionsfahige
Protein im Vergleich zum endogen exprimierten Rroite den Zellen Uberexprimiert wird,
was den Fas-Rezeptorweg beeintrachtigt. Um dernusSseiner Beeintrachtigung des Fas-
Rezeptorweges auf die IFBlvermittelte Sensibilisierung gegentber TMZ zu wuehen,
wurden die Zelllinien DO5 und A375 stabil mit DN-BA transfiziert. Zur Kontrolle der
Transfektion, anhand einer Uberexpression an FADIrde eine Western-Blot-Analyse
mit einem Antikorper gegen FADD durchgefuhrt. Higrfwurden sowohl von den
transfizierten als auch den untransfizierten Zell&esamtzellextrakte hergestellt.
Abb. 3-38 A zeigt eine deutliche Uberexpression an FADD in #&onen DO5 DN-
FADD1, DO5 DN-FADD2, A375 DN-FADD 15 und A375 DN-BD 16, hervorgerufen
durch die stabile Transfektion mit DN-FADD. Das egdn exprimierte FADD ist in den
untransfizierten Kontrollen, bei den hier gewahltBelichtungszeiten, aufgrund der
starken Uberexpression an DN-FADD nicht nachzuweise

Da, wie unter 3.2.7.1 beschrieben, IBNdie Fas-Rezeptor vermittelte Apoptose steigert,
wurden die Experimente mit einem Fas-aktivierendletikorper fur die beiden stabil mit
DN-FADD transfizierten Zelllinien D05 und A375 dingefihrt und mit den
untransfizierten Kontrollen verglichen. Hierfur wden D05, DO5 DN-FADD1, D05 DN-
FADD2, A375, A375 DN-FADD 15 und A375 DN-FADD 16 len wie bereits unter
3.2.7.1 beschrieben behandelt. In Abb. 388+ C ist die Apoptoserate nach den
jeweiligen Behandlungen, dargestellt. Abb. 3B&eigt die Ergebnisse fir die Zelllinie
DO5. In den unbehandelten Kontrollen der Zelllini205 sowie der DN-FADD
transfizierten Klone lag die Apoptoserate bei 2 %3Saulenl). Eine Behandlung der
Zellen ausschlief3lich mit dem Fas-aktivierenden&mper fiihrte nicht zu einer Erhéhung
der Apoptoserate (Saul@). Eine alleinige Inkubation mit IFI8-(Saulen3) fuhrte in den
untransfizierten Zellen zu einem Anstieg der Apsptate auf 7 % und wirkte in beiden
DN-FADD transfizierten Klonen nicht toxisch. Die Xiaitat der IFNf Behandlung wurde
in den nicht transfizierten Zellen durch eine zmséte Inkubation mit dem

Fas-aktivierenden Antikorper (Sauldhauf 10 % gesteigert, nicht jedoch in den Klonen
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DN-FADD1 und DN-FADD2. Die Behandlung der Zellensaahlie3lich mit TMZ und
O°BG (Séaulenb) fithrte sowohl fiir untransfizierte Zellen als auddnsfizierte Zellen zu
einer Apoptoserate von 5 — 7 %. Eine BehandlungZeéden mit TMZ, OBG und IFNB
(Saulen7) rief in den nicht transfizierten Zellen und demoi DN-FADD 2 eine
Apoptoserate von 17 % hervor, in dem Klon DN-FADDnar von 12 %. Die zwei
ausschlaggebenden Behandlungsansatze waren Behgrdbu Zellen mit TMZ, €BG
und dem Fas-aktivierenden Antikdrper (Saunind, im Vergleich dazu, Behandlung der
Zellen mit TMZ, OBG, dem Fas-aktivierenden Antikorper und zusatzli€iN-B
(Sauler8). Wurde der Fas-Rezeptorweg nach Behandlung demzZmit TMZ und GBG
durch den Fas-aktivierenden Antikdrper (Saulén aktiviert, so zeigten die nicht
transfizierten Zellen einen Anstieg der Apoptoseratif 7 %. Die Transfektion mit DN-
FADD hatte hier keinen Einfluss auf die Apoptoserah Vergleich zur untransfizierten
Kontrolle. Durch eine zusatzliche Inkubation mitNHB (S&ulen 8) konnte in den
untransfizierten Zellen die Apoptoserate auf 30&4tgigert werden. Diese IHBlbedingte
Steigerung der Apoptoserate war in den DN-FADD dfiarerten Klonen deutlich
schwacher. Hier stieg die Apoptoserate in beidem&h nur auf 16 — 19 % an.

In der Zelllinie A375 wurden vergleichbare Ergelseideobachtet (Abb. 3-38). Hier lag
die Basale-Apoptoserate fur die unbehandelten Kbetr bei 2 % (Saulet). Weder eine
Behandlung der Zellen mit dem Fas-aktivierendenk®nper (Sauler2) noch mit IFN
(Saulen3) steigerte die Apoptoserate. Untransfizierte AZ&len und die DN-FADD
transfizierten Klone 15 und 16 verhielten sich gteiDurch eine Kombination aus IHN-
und dem Fas-aktivierenden Antikorper (Sau@rstieg die Apoptoserate sowohl fir die
untransfizierten als auch fir die DN-FADD trangfizen Zellen auf 6 %. Nach einer
Behandlung mit TMZ und €BG (Saulen5) stieg die Apoptoserate auf 15 % an. Eine
Transfektion mit DN-FADD hatte unter diesen Bedingen keine Auswirkungen auf die
Apoptoserate. Durch eine zusatzliche Behandlung IRi-B (Saulen 7) stieg die
Apoptoserate in den untransfizierten Zellen auP@2ivahrend sie fur die transfizierten
Klone DN-FADD 15 und DN-FADD 16 bei 17 % blieb. EMergleich der beiden
entscheidenden Behandlungsansatze (S&)lemd (SaulerB) zeigte, dass IFNs- nur in
den untransfizierten A375 Zellen die Apoptoseratathich steigern konnte, nicht aber in
den DN-FADD transfizierten Klonen. Eine Behandlwfey Zellen mit TMZ, ®BG und
dem Fas-aktivierenden Antikdrper (Saulénfihrte in untransfizierten Zellen zu einer
Apoptoserate von 25 %. Die Transfektion mit DN-FADRtte unter diesen Bedingungen
nur einen geringen Effekt. Eine zuséatzliche Vorinkiion mit IFN$ (SaulerB) rief in den
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untransfizierten Zellen eine deutliche Steigeruag Alpoptoserate auf 35 % hervor. Diese
Erh6hung war in den DN-FADD transfizierten Klonaoht zu beobachten. Hier blieb die
Apoptoserate bei 20 %.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass diéniéal DO5 und A375 den
Fas-Rezeptor vermittelten Apoptoseweg nach TMZ-Bdhag nicht oder nur
eingeschrankt nutzen, weshalb ohne [FMine Transfektion mit DN-FADD keinen oder
nur einen geringen Einfluss auf die Aktivierbarkadr Fas-Rezeptor vermittelte Apoptose
hatte. Durch eine 24-stiindige Vorbehandlung mit-f-Murde in den untransfizierten
Zellen die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor vereitdn Apoptose deutlich gesteigert.
Wurde der Fas-Rezeptor Signalweg durch eine stabibnsfektion mit DN-FADD
unterbrochen, so hatte eine Vorinkubation mit IE-Keinen Einfluss auf die Sensitivitat

der Zellen gegeniiber TMZ.
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Abb. 3-38: Einfluss der stabilen Transfektion mit IN-FADD auf die Aktivierbarkeit der Fas-Rezeptor
vermittelten Apoptose mit und ohne IFNf8 Vorbehandlung in den Zelllinien DO5 und A375

(A) Zur Kontrolle der Transfektion mit DN-FADD wurdewwohl von untransfizierten (D05 bzw. A375
Kontrolle) als auch von DN-FADD transfizierten Kiem (D05 DN-FADD 1, DO5 DN-FADD 2, A375 DN-
FADD 15 und A375 DN-FADD 16) Gesamtzellextrakte destellt. Fur die Western-Blot-Analyse wurden
je 30 ug Protein verwendet und die Membran mit reirfentikrper gegen DN-FADD inkubiert. ERK2
diente als LadekontrollgB und C) Untransfizierte D05-Zellen und transfizierte DN4BB 1 und DN-
FADD 2 Klone sowie untransfizierte A375-Zellen ubl-FADD 15 und DN-FADD 16 Klone wurden fir
24 h mit 300 I.E./ml IFNB behandelt. Nach einem Medienwechsel wurden dikeZehit 10 pM OBG
inkubiert und mit 50 pM TMZ behandelt. 72 h nach Z4@abe wurden die Zellen, wenn angegeben, fir
24 h mit 25 ng/ml eines Fas-aktivierenden Antikdéspbehandelt. Zuséatzlich wurden alle Ansatze mit
25 ng/ml ProteinA behandelt. Danach erfolgte diestBemung der Apoptosefrequenz durch Annexin
V/Propidiumjodid Doppelfarbung am Durchflusszytoeret Die Ziffern 1-7 stellen verschiedene
Behandlungsschemata ddr. unbehandelt?: Fas-aktivierender Antikérpe3: IFN-B, 4: IFN-f + Fas
aktivierender Antikérper5: TMZ + O°BG, 6: TMZ + O°BG + Fas aktivierender Antikérpe¥; TMZ +

O°BG + IFNB, 8 TMZ + O°BG + IFN{3 + Fas aktivierender Antikérper. Die Daten steliam Mittelwert
aus drei unabhangigen Versuchen dar.

Um durch ein weiteres unabhangiges Experiment defiugs der Transfektion mit DN-
FADD auf die IFNB vermittelte Sensibilisierung gegentber TMZ zu wuehen, wurde
die Zelllinie DO5 sowie der Klon DO5 DN-FADD 1 veendet. DO5 DN-FADD 1 als auch
untransfizierte D05 Zellen wurden mit 10 pM°B® inkubiert und anschlieBend mit
50 uM TMZ behandelt. Ein Ansatz wurde zusatzlichh der TMZ-Gabe fir 24 h mit
300 ILE./ml IFN$ inkubiert. AnschlieBend wurde das Medium gewecthd¢hch 96,
120 und 144 h wurde die Apoptoserate durch Bestingnder SubG1l Fraktion am
Durchflusszytometer ermittelt. Die Werte wurden dichtlich der unbehandelten bzw.
ausschlieBlich mit IFNg behandelten Proben korrigiert. Die Abb. 3-39 zeilgiss nach
einer Behandlung ausschlieR3lich mit TMZ un®BG kein Unterschied in der Apoptoserate
zwischen untransfizierten und DN-FADD transfiziertéellen vorliegt. Die Apoptoserate

stieg in beiden Versuchsansatzen mit der Zeit vémauf 10 % an. Wurden die Zellen mit
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IFN-B vorbehandelt, so kam es zu einem deutlichen Amslee Apoptoserate. Sie stieg in
den untransfizierten Zellen von 23 % Utber 27 %338.% bei 144 h an. Der Klon D05 DN-
FADD1 zeigte eine deutliche Reduktion der Apoptaterin den mit IFN3
vorbehandelten Zellen. Hier stieg die Apoptoseratevon 14 % bei 96 h auf 26 % bei
144 h an.

Zusammenfassend konnte durch ein weiteres unalde@m@ixperiment gezeigt werden,
dass DO5 Zellen ohne IFBl-nicht in der Lage sind, den Fas-Rezeptor vernitel
Apoptoseweg zu nutzen. Durch eine 24 h Vorinkulbanat IFN{3 erlangen sie diese

Fahigkeit zuriick.
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Abb. 3-39: Einfluss der stabilen Transfektion mit [N-FADD auf die IFN-B vermittelte
Sensibilisierung gegeniiber TMZ in der Zelllinie D05

Untransfizierte D05 Zellen und DN-FADD 1 Zellen wlen fir 24 h mit 300 I.E./ml IFN}-behandelt. Nach
einem Medienwechsel erfolgte eine Inkubation mitud® O°BG und eine Behandlung mit 50 uM TMZ.
96 h, 120 h und 144 h nach TMZ-Gabe wurden dieehelieerntet und die Zytotoxizitat durch Bestimmung
der SubG1 Fraktion am Durchflusszytometer ermittalte Werte wurden relativ zur alleinigen TMZ-
Behandlung dargestellt und hinsichtlich der To%izih der unbehandelten Kontrolle korrigiert. Aliléerte
zeigen den Mittelwert aus drei unabhéngigen Versoch
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3.2.7.3 Auswirkungen der Interferon- [ induzierten verstarkten Expression

der Pro-Caspase-8 auf die TRAIL vermittelte Apoptos e

Die Todesrezeptor-vermittelte Apoptose kann nialnt iber den Fas-Rezeptor ausgelost
werden, sondern auch Uber die Familie der TRAILdpgaren. Der Ligand, welcher
hierbei zum Auslésen der Apoptose notig ist, h&RAIL. Eine Aktivierung des TRAIL-
Rezeptors fuhrt, wie beim Fas-Rezeptor, Uber Rekurig und Aktivierung der Pro-
Caspase-8 zur Auslésung von Apoptose. In diesenthlits soll untersucht werden, ob
die Melanomzelllinien durch ihr niedriges Niveau Rro-Caspase-8 resistent gegeniber
TRAIL-vermittelter Apoptose sind und ob diese R&sig durch eine IFNS- bedingte
Hochregulation der Pro-Caspase-8 Uberwunden wekdan. Hierzu wurden D05, D14
und A375 Zellen fur 24 h mit 300 I.LE./ml IFBlinkubiert und anschlielend das Medium
gewechselt. Weitere 24 h spater wurden die entsprelen Ansatze fur 6 h mit 25 ng/ml
TRAIL inkubiert und anschlieRend die Apoptose-/Neafrequenz  durch
Annexin V/Propidiumjodid Doppelfarbung am DurchB8agtometer bestimmt. Als
Referenz dienten unbehandelte Kontrollen sowie clisflich mit IFN§ oder TRAIL
behandelte Proben. Die drei untersuchten Zelllinkemgten durch alleinige TRAIL-
Behandlung eine Apoptoserate von 20 % in der 2&llD05, 9 % in der Zelllinie D14 und
2 % in der Zelllinie A375 (Abb. 3-40). Jedoch flgheine Vorbehandlung mit IFR-nur in
den Zelllinie DO5 und A375 zu einem synergistisciffekt auf die Apoptoserate. In der
Zelllinie A375 stieg die Apoptoserate auf 20 % umdler Zelllinie DO5 sogar auf 45 %. In
der Zelllinie D14 war der Effekt des IFfl-auf die TRAIL-induzierte Apoptose lediglich
additiv. Hier erhdhte sich die Apoptoserate durah IEN-B Inkubation zwar auf 25 %,
jedoch wies die alleinige IFI8-Inkubation auch schon eine Apoptoseinduktion rimee
Rate von 14 % auf.

Zusammenfassend wurde gezeigt, dass eine 24-s@iNdigpehandlung mit IFNB-in den
Melanomzelllinien DO5 und A375 einen synergististiigfekt auf die TRAIL-vermittelte

Apoptose hat, wahrend sie in der Zelllinie D14 additiv wirkt.
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Abb. 3-40: Einfluss von Interferonf3 auf die TRAIL vermittelte Apoptose in den Zelllinien D05, D14

und A375

D05-, D14- und A375-Zellen wurden fir 24 h mit 30&./ml IFN3 behandelt. Danach erfolgte ein
Medienwechsel. Weitere 24 h spater wurden die @dile 6 h mit 25 ng/ml TRAIL inkubiert. Direkt im
Anschluss wurde die Apoptose-/Nekrosefrequenz dukohexin V/Propidiumjodid Doppelfarbung am
Durchflusszytometer bestimmt. Als Referenz dientebehandelte Kontrollen, ausschlielich mit IBN-
behandelte und ausschlie3lich mit TRAIL behanddteben. Die Diagramme zeigen jeweils die
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3.2.7.4 Stabile Transfektion der Zelllinie A375 mit einem Caspase-8 siRNA
codierenden Vektor und deren Auswirkungen auf die | FN-B vermittelte
Sensibilisierung gegeniber Temozolomid

In den vorangegangenen Untersuchungen wurde gezeiags die p53-Wildtyp
Melanomzelllinien DO5 und A375 nach einer Behandlamt TMZ nicht in der Lage sind,
Uber den Fas-Rezeptor Apoptose auszuldsen. Gldighaairde in beiden Zelllinien ein
sehr geringes Niveau an Pro-Caspase-8 gefundenh@ure IFNB Vorinkubation konnte
die Expression der Pro-Caspase-8 deutlich gestewggnden. Ebenso waren die Zellen
nach einer Vorbehandlung mit IFBlin der Lage, nach TMZ-Behandlung Uber den Fas-
Rezeptor Apoptose auszuldsen. Um zu UberpruferdiobEN{3 vermittelte Verstarkung
der Pro-Caspase-8-Expression fir die Reaktiviergiey Fas-Rezeptor vermittelten
Apoptose ausschlaggebend ist, wurde die Zelllinid7% stabil mit einem Vektor
transfiziert, welcher fir eine Caspase-8 siRNA o@ds Kontrolle) fur eine ,nonsense*
SiRNA (HRS-Sequenz) codiert. Durch eine Western-Bloalyse mit einem Antikorper
gegen Pro-Caspase-8 wurde die Reduktion des Pmma€a8 Proteinniveaus durch die
SiRNA Uberpruft. Abb. 3-41A zeigt, dass es in den Klonen A375 siCas8c4 undsA37
siCas8c7 zu einer deutlichen Reduktion des Pro-#3a&sp Niveaus durch die siRNA kam.
Eine Transfektion der Zellen mit der HRS-Sequen27® siHRSc2) hatte keinen Effekt
auf das Proteinniveau der Pro-Caspase-8. Um ddtugsnder Transfektion mit Caspase-8
SiRNA auf die IFNB vermittelte Sensibilisierung der Zellen gegenuld@vZ zu
untersuchen, wurden die Klone A375 siCas8c4 und5AdTas8c7 sowie zur Kontrolle
der Klon A375 siHRSc2 verwendet. Caspase-8 siRNénKlals auch der HRS-Sequenz
Klon siHRSc2 wurden mit 10 uM %G inkubiert und anschlieBend mit 100 uM TMZ
behandelt. Ein Ansatz wurde zusatzlich vor der T@abe fir 24 h mit 100 I.E./ml IF§-
inkubiert. AnschlielRend wurde das Medium gewechs&th 48 h, 72 h und 120 h wurde
die Apoptoserate durch Bestimmung der SubG1l Fnakton Durchflusszytometer
ermittelt. Die Werte wurden hinsichtlich der unbetielten bzw. ausschlief3lich mit IHN-
behandelten Proben korrigiert. Abb. 3-Blzeigt, dass in dem mit der HRS-Sequenz
transfizierten Klon (A375 siHRSc2) eine Vorinkulmatimit IFN{3 die Zellen zu jedem
Zeitpunkt gegeniber TMZ sensibilisiert. Wurde das-@aspase-8 Niveau durch eine
SiRNA in den Klonen A375 siCas8c4 und A375 siCas8eduziert, hatte eine
Vorbehandlung mit IFN3 keinen Effekt mehr auf die TMZ-induzierte Apoptcse.
Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass idallem, welche keine Pro-Caspase-8

exprimieren, eine IFNE Vorinkubation keinen Effekt auf die SensitivitderdZellen
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gegenuber TMZ hatte. Demnach ist in den p53-Wild#dglanomzelllinien die verstarkte
Expression der Pro-Caspase-8 durch eine 24-stiteig Behandlung ausschlaggebend
fur die Reaktivierung der Fas-Rezeptor vermitteltdpoptose und damit fur die

Sensibilisierung der Zellen gegentber TMZ.
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Abb. 3-41: Einfluss der stabilen Transfektion mit Gaspase-8 siRNA auf die IFN3 vermittelte
Sensibilisierung gegeniiber TMZ in der Zelllinie A3B

(A) Zur Kontrolle der Transfektion mit Caspase-8 siRNAd einer Transfektion mit einer ,nonsense”
siRNA (HRS-Sequenz) wurden sowohl von untransfigier (A375 Kontrolle) als auch von Caspase-8
siRNA transfizierten Klonen (A375 siCas8c4 und A38BCas8c7) und HRS-transfizierten Klonen
(A375 siHRSc2) Gesamtzellextrakte hergestellt. &g Western-Blot-Analyse wurden je 30 pug Protein
verwendet und die Membran mit einem Antikérper ged&o-Caspase-8 inkubiert. ERK2 diente als
Ladekontrolle.

(B) Mit ,nonsense” siRNA stabil transfizierte Klone A5 siHRSc2) als Referenz, sowie mit Caspase-8
siRNA stabil transfizierte Klone (A375 siCas8c4 ukBl75 siCas8c7) wurden fir 24 h mit 100 I.LE./ml N
B behandelt. Nach einem Medienwechsel erfolgte Bikabation mit 10 uM éBG und eine Behandlung
mit 100 uM TMZ. 48 h, 72 h und 120 h nach TMZ-Gabhe&den die Zellen geerntet und die Zytotoxizitat
durch Bestimmung der SubG1 Fraktion am Durchflussmgter ermittelt. Die Werte wurden hinsichtlich
der unbehandelten bzw. ausschlie3lich mit [FMehandelten Proben korrigiert. Alle Werte zeigem d
Mittelwert aus drei unabhéngigen Versuchen.
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4. Diskussion

4.1 Radio- und chemosensibilisierende Eigenschaften von Typ-I

Interferonen in Pankreaskarzinom- Zelllinien

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurden zeRankreaskarzinom-Zelllinien
hinsichtlich ihrer Sensitivitdt gegentber ionisrater Strahlung (IR), Interferom-(IFN-a)

und Interferod (IFN-B) untersucht. Besonderes Augenmerk galt dem
radiosensibilisierenden Effekt der IFNs und dem rande liegenden Mechanismus.
Weiterhin wurde untersucht, ob IFNs die Pankreaskam-Zelllinien gegenuber
Temozolomid (TMZ) sensibilisieren kbnnen.

4.1.1 Die untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien zeigen eine hohe

Variabilitat in ihrer intrinsischen Radiosensitivit at

Bei der Behandlung eines Pankreaskarzinoms wirdemebten Chemotherapeutika
5-Fluorouracil (5-FU) und Gemcitabin auch Bestrabl§IR) eingesetzt. Meistens erfolgt
eine Bestrahlung in Kombination mit Chemotherap@utiDer Nutzen einer solchen
Chemoradiotherapie wird jedoch kontrovers diskuti@eoptolemos et al. 2001,
Neoptolemos et al. 2004). Die Aufnahme von Zytokinia die Therapie erhoht die
Ansprechrate der Tumore, da sie die Wirkung vonvégstarken kénnen (Gould et al.
1984; Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger. &989b; Schmidberger et al. 2003; Ma
et al. 2005).

Zur genaueren Charakterisierung wurden die zehrkrBaskarzinom-Zelllinien Panc-1,
Su8686, Capan-1, Capan-2, Bxpc-3, PA-TU 8988T, AspdS 766T, Mia-PaCa-2 und
PA-TU 8902 hinsichtlich ihrer intrinsischen Radins#ivitat getestet. Die Zelllinien
wiesen eine grof3e Variabilitat in ihrer Strahlerssvitat auf. Von den hier untersuchten
Zelllinien erwies sich Su8686 als die resistent@stilinie gegeniber IR und PA-TU 8902
als die sensitivste Zelllinie. Die Berechnung dér fIberlebenskurven charakteristischen
Werte (u.a. die Uberlebensfraktion bei 2 Gy (SF&)l wlie mittlere Inaktivierungsdosis
(MID)) unterstutzten diese Beobachtungen. Zudemmt®rein Zusammenhang zwischen
der Strahlensensitivitat und der Zunahme deKomponente der Uberlebenskurven
beobachtet werden. D®-Komponente beschreibt den linearen Teil der Uberiekurve
und kann mit dem nicht reparablen StrahlenschadeWearbindung gebracht werden

(Levitt et al. 2006). Eine Zunahme defKomponente in Verbindung mit einer erhdhten
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Radiosensitivitat entspricht Untersuchungen vonn8dherger et al. an menschlichen
Tumorzelllinien (Schmidberger et al. 1999b; Schreidfer et al. 2003). Somit spiegelt
eine erhohter-Komponente eine erhohte Strahlensensitivitat éded wider.

Die Ergebnisse in dieser Arbeit zeigen, dass di€BR mutierte Zelllinie Capan-1 nicht
sensitiver auf IR reagiert als BRCA2 Wildtyp Zedlien. Die Zelltod auslésenden Lasionen
nach IR-Behandlung sind DSBs (Frankenberg-Schwd§&9; McMillan et al. 1990;
lliakis 1991). Diese kdnnen von Zellen Uber zwei g&aepariert werden. Das ,non-
homologous end-joining” (NHEJ) und die homologe &ebkination (HR). BRCA2 spielt
eine entscheidende Rolle bei der HR (Xia et al.120Da aber der Grof3teil der durch IR
entstandenen DSBs Uber NHEJ und nur zu einem seinggn Teil Uber HR repariert
werden (Rothkamm et al. 2003), scheint die BRCAZdidan der Zelllinie Capan-1 nicht
zur Sensitivitat der Zellen gegeniber IR beizutrage

Ebenfalls interessant ist, dass die einzige p53ifl Zelllinie Capan-2 nur eine moderate
Radiosensitivitat zeigte, obwohl wildtypisches p3%3otein als Sensitivitatsmarker
gegeniber IR beschrieben wurde (Mohiuddin et @220in der Studie von Mohiuddin et
al. wurden jedoch nur drei der hier ebenfalls verdeten Zelllinien (Capan-2, Panc-1 und
MiaPaCa-2) untersucht, von welchen Capan-2 amtsesiseh auf IR reagierte. Vergleicht
man nur diese drei Zelllinien, so erwies sich auchlen vorliegenden Untersuchungen
Capan-2 als die sensitivste Zelllinie. Da aber den zehn Zelllinien noch drei sensitiver
auf IR reagierten als Capan-2, konnte in der vgeinelen Arbeit der p53-Status nicht mit

einer erhdéhten Radiosensitivitat in Verbindung gebt werden.

4.1.2 Die untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien zeigen eine hohe
Variabilitdt gegeniber einer Behandlung mit Typ-I | nterferonen

Typ-1 Interferone (IFNe und IFNf) gehdren zu der Gruppe der Zytokine. Diese Uben
nach der Bindung an einen spezifischen Oberflagdzemptor Uber den JAK/STAT
Signalweg in ihren Zielzellen verschiedene biologes Effekte aus. Dazu gehort die
zytotoxische Wirkung auf Krebszellen sowie die Heumign der Proliferation (Greenberg
and Mosny 1977; Borden et al. 1982; Qin et al. 18ibramaniam and Johnson 1997).

Die zehn untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllineagierten unterschiedlich sensitiv auf
eine Behandlung mit Typ-I IFENs. In zwei ZelllinigRanc-1 und PA-TU 8988T) hatte eine
Behandlung mit IFN keine Auswirkungen auf das Usleeh der Zellen. Bereits in der

Literatur wurde Panc-1 als sehr resistent gegenébyex IFN-Behandlung beschrieben
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(Vitale et al. 2007). Funf Zelllinien (Su8686, Capgh, BxPc-3, Aspc-1 und HS 766T)
zeigten ein vermindertes Uberleben nach einer Bithag mit IFN-a und acht Zelllinien
(Su8686, Capan-1, Capan-2, BxPc-3, Aspc-1, HS 766&;PaCa-2 und PA-TU 8902)
nach einer Behandlung mit IFBl- IFN-B hatte demnach eine toxischere Wirkung auf
Pankreaskarzinom-Zelllinien als IF-was bereits in der Literatur fir Melanomzellen
(Johns et al. 1992), Brustkrebszellen (Coradini akt 1994), Leberkarzinomzellen
(Damdinsuren et al. 2003) und Pankreaskarzinoniizieth (Vitale et al. 2007)
beschrieben wurde. Eine Begrindung fir diese Bdabagen konnte sein, dass zwar
IFN-a und IFN an den selben Rezeptor binden, um in ihren Zielzetine Reaktion
auszulodsen, IFNB-jedoch mit hoherer Affinitat (Johns et al. 1992)dem kommt es nach
der Bindung von IFN3, nicht aber von IFN¥, zu einer Assoziation der beiden
IFN-Rezeptor Untereinheiten IFNAR1 und IFNAR2, wamu einer effektiven
Signalweiterleitung fuhrt (Croze et al. 1996). IB&RCA2 mutierte Zelllinie Capan-1
reagierte von allen zehn Zelllinien am sensitivsden eine Behandlung mit IFN-oder
IFN-B. Eine Erklarung hierfir kdnnte sein, dass IFNs dedlen in ihrer Proliferation
hemmen, was in einer Zelllinie, welche bereits Hueinen BRCA2 Defekt einen
verlangsamten Zellzyklus zeigt (Lomonosov et alD20Kumaraswamy and Shiekhattar
2007) einen besonders toxischen Phanotyp hervorkdente.

4.1.3 Eine radiosensibilisierende Wirkung durch Typ -l Interferone ist nur in

drei von zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien zu beobac hten

In der Literatur wurde ein radiosensibilisierendeffekt von IFNa und IFN{ in

Gliomzellen, Lungenkarzinomzellen, BrustkrebszellienZellen eines Mundschleimhaut-
Karzinoms sowie in Pankreaskarzinom-Zelllinien besben (Gould et al. 1984;
Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger et al. 1986hmidberger et al. 2003; Ma et al.
2005). Klinische Studien belegen, dass eine Kontimnaaus Bestrahlung und
Chemotherapie mit IFNs den Ausgang der Pankreaskrbbrapie positiv beeinflussen
kann (Picozzi et al. 2003). In der vorliegenden éirtzeigten zwei Pankreaskarzinom-
Zelllinien (Su8686 und Capan-2) einen sensibileselen Effekt gegentber IR durch IFN-
a, und zwei (Panc-1 und Aspc-1) einen schitzendem. dohitzende Effekt von IFN-

gegenuber IR konnte dadurch erklart werden, dalisalfelen ,epidermal growth factor
receptor” (EGF-R) hochreguliert. Dadurch kommt as Aktivierung von Ras und Raf-1,
was einen anti-apoptotischen Effekt auf die ZeHastbt (Budillon et al. 1991; Caraglia et
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al. 1995). IFNB =zeigte in drei Zelllinien (Su8686, Capan-2 und BX3@ einen

radiosensibilisierenden Effekt und nur in einerllfeé (Capan-1) einen schitzenden.
Betrachtet man jedoch nicht nur eine Strahlendostsydern eine Dosisbereich von
0 — 8 Gy, so ist der schutzende Effekt von IEMuf IR in dieser Zelllinie nicht mehr zu
beobachten (siehe 3.1.2.1). IEN-erwies sich erneut als effektiver in der
Strahlensensibilisierung, was bereits fur den oyisthen Effekt einer alleinigen IFN-

Behandlung beschrieben wurde.

4.1.4 Betrachtung der Wirkungsweise von Interferon- (3 auf eine Behandlung

der Pankreaskarzinom-Zelllinien mit ionisierender S trahlung

Um im Folgenden den Mechanismus des radiosens#disden Effekts von IFN-in
Pankreaskarzinom-Zelllinien zu untersuchen, wurden Zelllinien ausgewahlt, welche
sich  hinsichtlich ihrer Reaktionen auf BestrahlungFN-Behandlung und
Kombinationsbehandlung aus IR und IFNs unterschie8e8686 zeigte ein vermindertes
Uberleben nach IFN- Behandlung und einen radiosensibilisierenden Eff€apan-2
zeigte ebenfalls ein vermindertes Uberleben nacNh-AF Behandlung und einen
radiosensibilisierenden Effekt. Da es sich bei @apaum die einzige p53-Wildtyp
Zelllinie handelt, wurde sie in die Untersuchungémbezogen. Panc-1 reagierte nicht auf
eine Behandlung mit IFI8- und zeigte auch keinen radiosensibilisierendereKEffSie
diente daher fur die folgenden Versuche als negéaintrolle. Capan-1 zeigte die starkste
Abnahme im zellularen Uberleben nach einer Behamglmit IFN, aber keinen
radiosensibilisierenden Effekt. Diese Zelllinie madem defizient in dem fur die HR
notwendigem Protein BRCA2. Fir die folgenden Untelnsingen wurde nur noch IFABI-
verwendet, da es im Vergleich zu IFNeinen grél3eren Effekt hervorrief.

Um auszuschliel3en, dass ein Ausbleiben des toxismiter radiosensibilisierenden Effekts
von IFN{3 an einem Fehlen des IFN-Rezeptors liegt, wurdeldWestern-Blot-Analysen
die Expression der IFNAR2 Untereinheit des IFN-Réaes untersucht. In allen vier
Zelllinien war die Untereinheit IFNAR2 des IFN-Reters nachweisbar. Die starkste
Expression zeigten die Zelllinien Capan-1 und Capadie schwachste Expression die
Zelllinie Su8686. Auch die Zelllinie Panc-1, welchieht auf eine Behandlung mit IFBI-
reagierte, exprimierte den Rezeptor. Demnach kasmn Rezeptorstatus nicht mit der
Toxizitat von IFNf in Verbindung gebracht werden. Dies steht im Engl mit

verschiedenen Untersuchungen an menschlichen Tefterz welche keinen
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Zusammenhang zwischen der Expression des IFN-Reseqif der Oberflache der Zellen
und einer Wirkung von IFN in den Zielzellen zeig{@rups and Bange 1990; Perea et al.
1993; Yano et al. 1999).

Zur genaueren Betrachtung des radiosensibilisiererigffekts von IFN3 in den vier
ausgewahlten Zelllinien wurden Uberlebenskurverhnaaschiedenen Bestrahlungsdosen
von 0 — 8 Gy mit oder ohne IFRIVorbehandlung erstellt. In der Zelllinie Su868&lehe
die strahlenresistenteste Zelllinie war, und in @éB-Wildtyp Zelllinie Capan-2 zeigte
IFN-B einen radiosensibilisierenden Effekt. Panc-1 urapad-1 zeigten nach einer
Kombination von IFNB und IR keine Abnahme des zellularen Uberlebenséngleich zu

IR alleine. Dass die Zelllinie Capan-1 hoch sews#uf eine Behandlung mit IFR-
reagierte, aber keinen radiosensibilisierendenkEfeeigte, deutet darauf hin, dass der
zytotxischen Wirkung von IFNB- und der radiosensibilisierenden Wirkung nicht der
gleiche Wirkmechanismus zugrunde liegt. Somit kerk&in Zusammenhang zwischen der
zytotoxischen Wirkung von IFN- und dem radiosensibilisierenden Effekt von IBN-
beobachtet werden. Dies bestatigt Untersuchunge@liamzellen, Colonkarzinomzellen
und embryonalen Lungenfibroblasten, fur die ebénfain solcher Zusammenhang nicht
gezeigt werden konnte (Schmidberger et al. 1996bnfiiberger et al. 2003).

Auffallig ist, dass mit dem radiosensibilisierendgffekt von IFN in den Zelllinien
Su8686 und Capan-2 eine Erhéhungalétomponente der Uberlebenskurven einherging.
Dieser Anstieg war in den Zelllinien Panc-1 und &afi, in welchen IFN& keinen
sensibilisierenden Effekt auf Bestrahlung hattehhizu beobachten. Dass eine erhthte
Sensitivitat der Zellen gegenuber Bestrahlung nmém Anstieg den-Komponente der
Uberlebenskurven in Verbindung zu bringen ist, veubgreits mehrfach in der Literatur
beschrieben (Dritschilo et al. 1982; Gould et 884; Liebmann et al. 1994; Schmidberger
et al. 1999a; Schmidberger et al. 1999b; Schmidieeg al. 2003) und auch in dieser
Arbeit gezeigt. Eine Erhdhung der-Komponente durch IFNE- kdnnte verschiedene
Ursachen haben: i) eine Verdnderung des Zellzyllis, ihn Interferone hervorrufen
konnen, konnte fur die Veranderung der Uberlebenskuverantwortlich sein. ii) Da die
a-Komponente den nicht reparierbaren Strahlenschbdsohreibt, konnte eine Zunahme
der a-Komponente mit einer Beeinflussung der Reparaaurgairahleninduzierten DNA-
Schaden verbunden sein, wie es bereits fur Gliderzelnd Lungenkarzinom-Zellen
beschrieben wurde (Dritschilo et al. 1982; Gouldletl984; Schmidberger et al. 1999a;
Schmidberger et al. 1999b; Schmidberger et al. ROy Konnte die Zunahme der
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a-Komponente durch eine erhdhte Apoptoseinduktiochri@ombination von IFN3 mit
IR hervorgerufen werden (Fisher 1994; Hardenbetgth. 4999).

Fur diep-Komponente, welche den reparierbaren Strahlenschhdschreibt (Levitt et al.
2006), konnte kein Zusammenhang zwischen dem raasdslisierenden Effekt von IFN-

B und einer Zu- oder Abnahme beobachtet werden.

4.1.5 Der radiosensibilisierende Effekt von Interfe  ron- ist nicht durch einer

Veréanderung des Zellzyklus bedingt

Die Reparatur der durch IR induzierten DSBs istd@m Zellzyklus gekoppelt. Somit
konnte eine IFN3 Vorbehandlung Uber eine Veranderung des Zellzykingn Einfluss
auf die Reparatur und Sensitivitat der Zellen niithaben. Die Reparatur der DSBs kann
Uber zwei Wege ablaufen: die NHEJ und die HR. In @&-Phase werden die DSBs
ausschlieflich Gber die NHEJ repariert, wahrendenS-Phase und der G2/M-Phase auch
die HR an der DSB-Reparatur beteiligt ist (Takatale 1998; Johnson and Jasin 2000).
Strahleninduzierte DSBs werden hauptséchlich UbdEN repariert (Rothkamm et al.
2003). Liegt ein DNA-Schaden in der Zelle vor, serden im Zellzyklus Kontrollpunkte
aktiviert, um ausreichend Zeit fir die Reparatur &haden zu schaffen. Wird der
Schaden nicht repariert, so kommt es zur Auslosdeiy Apoptose. Dadurch werden
geschadigte Zellen eliminiert. Interferone konneof aerschiedene Weise in den
Zellzyklus eingreifen. Sie sind in der Lage, ein&i-Arrest (Hobeika et al. 1997;
Subramaniam and Johnson 1997) auszuldsen. Im Gagettezu wurde fur p53-Wildtyp
Zellen beschrieben, dass eine Behandlung mit BFNu einer Uberwindung des
G1-Kontrollpunkts und zu einer Akkumulation der [8al in der S-Phase fihrt (Qin et al.
1997). Auch eine IFN vermittelte Akkumulation deellén in der strahlensensitiven
G2/M-Phase wurde fur IFN beschrieben (Chang andgK&B887). In welcher der
Zellzyklusphasen die Tumorzellen nach einer Behargllmit IFN arretieren hangt
vermutlich vom genetischen Repertoire der Zellen(@m et al. 1997). Dies wird im
Folgenden flr die vier hier verwendeten Pankreagkam-Zelllinien diskutiert.

Die Zelllinie Su8686 wurde als einzige durch eireh8ndlung mit IFN3 in der S-Phase
arretiert. Die anderen drei Zelllinien, inklusiveafian-2, zeigten keine Arretierung im
Zellzyklus durch IFNB. Da in den beiden Zelllinien Su8686 und Capan-8icihe den
radiosensibilisierenden Effekt durch IFN=zeigten, kein einheitlicher Zellzyklusarrest

durch eine Behandlung mit IFBl-beobachtet werden konnte, kann ein Einfluss aof de
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Zellzyklus als Ursache des radiosensibilisierendgfekt von IFN{3 ausgeschlossen
werden. Auch die Expression der fur den G1-Konprotkt wichtigen Proteine pl15, p21
und p27 wurde durch eine IFBI-Behandlung der Zellen nicht verandert. Das die
Expression dieser Proteine durch IBNbeeinflusst werden kann wurde bereits in der
Literatur erwahnt (Mandal et al. 1998; Schmidt &t 2004). Jedoch zeigten alle vier
Zelllinien, inklusive Panc-1, welche nicht sensitiuf IFN{3 reagierte, eine verminderte
S-Phase-Aktivitat nach IFI8- Behandlung. Die Zelllinie Capan-1, fir welche eine
Behandlung mit IFN3 besonders toxisch war, zeigte die geringste Abmatien S-Phase-
Aktivitat durch IFNf. Demnach konnte in den vier untersuchten Zelliinigeder der
zytotoxische Effekt von IFNB noch der radiosensibilisierende Effekt mit einer

Beeinflussung des Zellzyklus ursachlich in Verbingwebracht werden.

4.1.6 Eine Interferon- B Vorbehandlung zeigte in den Zelllinien Su8686 und
Panc-1 keine Auswirkungen auf die Reparatur der dur ch Bestrahlung
induzierten DNA-Doppelstrangbriiche

Nach Bestrahlung von Zellen stellen die induzierte8Bs die Zelltod auslésenden
Lasionen dar (Frankenberg-Schwager 1989; McMillarale 1990; lliakis 1991). Diese
kénnen auf zwei Wegen repariert werden, tber HR bidEJ. Die Sensitivitat der Zellen
gegenuber IR hangt somit von der Anazahl der emdsteen DSBs und von deren
Reparatur ab.

In den Zelllinien Su8686 und Capan-2 fuhrte eines@hdige Vorbehandlung mit IFBI-
zu einer Sensibilisierung der Zellen gegenuberDRRse Sensibilisierung ging mit einer
Erh6éhung dera-Komponente einher. Eine mégliche Ursache fir @&B-B vermittelte
Erhéhung der a-Komponente bzw. der Veranderung der Uberlebenskunach
Bestrahlung konnte eine Beeinflussung der DSB-Retpassein. Bereits Dritschillo et al.
zeigten an murinen Tumorzellen eine Zunahme alé¢¢omponente durch eine IFpI-
Vorbehandlung (Dritschilo et al. 1982). Ebenso t#igSchmidberger et al. an humanen
Tumorzellen eine Zunahme demn-Komponente durch ein IFR- Vorbehandlung
(Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger et al9h9%chmidberger et al. 2003). In
diesen Untersuchungen wurde die Zunahmeodomponente mit einer Beeinflussung
der Reparatur von Strahlenschaden durch [FM- Verbindung gebracht. Hierbei war

besonders die HR durch IHBIbeeintrachtigt (Schmidberger et al. 2003).
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In der hier vorliegenden Arbeit wurde die DSB-Repar in den Zelllinien Su8686 und
Panc-1 untersucht. Su8686 reagierte sensitiv ang Behandlung mit IFNg- und zeigte
einen radiosensibilisierenden Effekt, wahrend Pamieht auf IFNB reagierte und auch
keinen sensibilisierenden Effekt gegentuber Besirahl zeigte. Panc-1 diente
dementsprechend als negativ-Kontrolle. In beidetilizien wurde die yH2AX Foci
Anzahl bzw. deren Abnahme untersucht, entwederchlisBlich nach IR oder nach einer
Kombination von IR und IFNB. Die Phosphorylierung des Histons H2AXRAX) ist ein
frhes Ereignis nach DNA-Schadigung und konnteetsittmmunfluoreszenz aig12AX
Focus sichtbar gemacht werden. Dabei wird ein imd&eentstandener DSB durch einen
yH2AX Focus reprasentiert (Sedelnikova et al. 20@)mit dienenyH2AX Foci als ein
haufig verwendeter und akzeptierter Marker fir D@Bmail and Hendzel 2008). Die hier
durchgefuhrten Immunfluoreszenz-Untersuchungen teeigkeine Beeinflussung der
DSB-Induktion oder der DSB-Reparatur durch IBN- Auch durch neutrale
Einzelzellgelelektrophorese konnte keine IBNbedingte Beeinflussung der DSB-
Reparatur nach IR festgestellt werden. Eine mogligtklarung dafiir kdnnte sein, dass die
strahleninduzierten DSBs hauptséchlich Gber NHparrert werden, IFNB aber die HR
beeintrachtigen soll. In den Untersuchungen von nfidberger et al. war der
sensibilisierende Effekt von IFR-ur dann synergistisch, wenn die Zellen einen Kigfe
der NHEJ aufwiesen (Schmidberger et al. 2003). &eiter hier verwendeten
Pankreaskarzinom-Zelllinien weist einen Defekt ar NHEJ auf. Um den Einfluss von
IFN-B auf die HR zu untersuchen, wurde die ExpressianHi® Proteine Rad51 und
Rad52 mit und ohne IF§- Exposition untersucht. Eine verringerte Expressilieser
Reparaturproteine kdnnte zu einer verminderten Repkapazitat fihren. Western-Blot-
Analysen zeigten, dass IFBI-keinen Einfluss auf die Expression der getesteten
Reparaturproteine Rad51 und Rad52 hat. Somit koneteradiosensibilisierende Effekt
von IFN{3 in den hier untersuchten Pankreaskarzinom-Zeditininicht mit einer

verminderten DSB-Reparaturkapazitat in Verbinduelgrgcht werden.

4.1.7 Interferon- B erhdht die Apoptoserate nach Bestrahlung

IFN-3 ist in der Lage, Apoptose zu induzieren (Tomodalel1998; Chawla-Sarkar et al.
2002). Ebenso kann es die Apoptoserate verschieagt@oxischer Substanzen erhéhen
und somit die Zellen gegenuber diesen sensibiési¢Hu et al. 2005). Die Zunahme der
a-Komponente der Uberlebenskurve, wie sie durch Einep Vorbehandlung beobachtet
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wurde, kdnnte folglich durch eine Zunahme der $¢r@hduzierten Apoptose bedingt sein.
Dies wurde bereits in mehreren Studien an Tumauelgezeigt (Fisher 1994;
Hardenbergh et al. 1999). Aus diesen Grinden wiarden Zelllinien Su8686 und Panc-1
die Apoptoserate nach IR bzw. nach IR in Kombimatimit IFN{3 Vorbehandlung

untersucht. Die Zelllinie Su8686 zeigte eine Erhiihuler strahleninduzierten Apoptose
durch IFNf. Dies wurde mit zwei unabhangigen Methoden (Subd@dssung und

Annexin V/Propidiumjodid Doppelfarbung) nachgewiesk der Negativkontrolle Panc-1

war dies nicht zu beobachten.

4.1.8 Interferon- B sensibilisiert die Pankreaskarzinom-Zelllinien Su8 686,
Capan-2, Panc-1 und Capan-1 nicht gegeniber einer B ehandlung mit

Temozolomid

Pankreaskarzinome ebenso wie Gliome sprechen shlacht auf eine Behandlung mit
alkylierenden Agenzien wie z.B. dem methylierendgedz TMZ an. Im Falle der
Pankreaskarzinome ist dies auf ein allgemein hoNesau des Reparaturenzyms
0O°-Methylguanin-DNA-Methyltransferase (MGMT) zuriickihren (Kokkinakis et al.
1997). GMeG stellt in proliferierenden Zellen die toxisahdtésion dar, welche durch
methylierende Agenzien induziert wird (Kaina et1l#l91; Kaina et al. 1997; Pepponi et al.
2003; Roos et al. 2004; Chinot et al. 2007; RooaleR007a). Diese Lasion wird sehr
effizient von MGMT repariert (Tominaga et al. 19%aniels and Tainer 2000; Kaina et
al. 2007). Deshalb wurde MGMT bereits mehrfach Résistenzmarker gegentber einer
Behandlung mit Methylanzien beschrieben. Natsume akt erreichte in seinen
Untersuchungen eine Sensibilisierung von Gliomiite#in gegentber TMZ durch IFR-
Dies wurde durch eine p53 vermittelte Herunterragoih von MGMT durch IFN3 erklart
(Natsume et al. 2005; Natsume et al. 2008). Verhbmre Versuche wurden an den hier
verwendeten Pankreaskarzinom-Zelllinien Panc-1, 6868 Capan-1 und Capan-2
durchgefuhrt. Eine Behandlung der Zellen mit TMzrté in den Zelllinien Panc-1,
Capan-1 und Capan-2 nicht zur Induktion von ZelltBdst durch Vorbehandlung mit
O°BG und der daraus resultierenden Depletion von MGMirde in diesen Zelllinien
durch TMZ Zelltod ausgel6st. Dies zeigt, dass MG ™iesen Zellen exprimiert wird. In
der Zelllinie Su8686 fuhrte schon eine alleinige ZMehandlung zum Zelltod, welcher
durch eine zusatzliche Behandlung mfBG nicht gesteigert werden konnte. Su8686 ist
somit MGMT defizient. Das Vorhandensein bzw. da$l€&e von MGMT in diesen
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Zelllinien wurde durch Western-Blot-Analysen undradu Bestimmung der MGMT-
Aktivitat verifiziert. Die Untersuchungen zeigtedass ®MeG in diesen Zelllinien die
Zelltod vermittelnde Lé&sion ist und MGMT ein enteadender Resistenzmarker. Eine
Vorbehandlung mit IFN3 fihrte weder in Anwesenheit noch in Abwesenheit MGMT

in einer der verwendeten Pankreaskarzinom-Zelhirzie einer Sensibilisierung gegentuber
TMZ. Eine Beeinflussung von p53 oder MGMT durch {BNvar fir die hier verwendeten
Pankreaskarzinom-Zelllinien im Gegensatz zu denNatsume et al. verwendeten Gliom-
Zelllinien nicht zu beobachten. Demnach scheint wamr Natsume et al. beschriebene
Effekt von IFN auf eine Behandlung mit TMZ zelltypspezifisch zeinsund fir

Pankreaskarzinom-Zelllinien nicht zu gelten.
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4.2 Chemosensibilisierende Eigenschaften von Typ-I Interferonen

in malignen Melanomzelllinien

Im zweiten Abschnitt der vorliegenden Arbeit wurdeauptsachlich die
Melanomzelllinien DO5 und D14 hinsichtlich ihrer @vBensitivitat, IFNet und IFNf
Sensitivitat sowie ihrer Sensitivitat gegenubereeiKombinationsbehandlung bestehend
aus TMZ und IFNa oder IFN$ untersucht. Weiterfiuhrend wurde in der p53-Wildtyp
Zelllinie DO5 der Mechanismus untersucht, welchemdsensibilisierenden Effekt von

IFN-3 gegenuber TMZ zugrunde liegt.

4.2.1 In den untersuchten Melanomzelllinien D05 und D14 spielt der p53-
Status keine Rolle fur die Sensitivitat dieser Zell linien gegeniber

Temozolomid

Das Mittel erster Wahl bei der Behandlung von ntetasrenden malignen Melanomen ist
das methylierende Agenz Dacarbazin (DTIC) (Eggetnsomd Kirkwood 2004). Dieses
wird jedoch immer haufiger von dem ebenfalls me#drghden Agenz Temozolomid
(TMZ) abgel6st (Bleehen et al. 1995; Middleton le2@00). TMZ methyliert die DNA an
13 Positionen, von welchen®@eG in mehreren Zellsystemen als die entscheidende
Zytotoxizitat induzierende Lasion beschrieben wuidaina et al. 1991; Kaina et al. 1997,
Pepponi et al. 2003; Roos et al. 2004; Chinot.e2@07; Roos et al. 2007a)°@eG wird
sehr effizient von dem Reparaturenzym®-Methylguanin DNA-Methyltransferase
(MGMT) repariert (Tominaga et al. 1997; Daniels arainer 2000; Kaina et al. 2007).
Findet keine Reparatur statt, fihrt diese Lasioprwiiferierenden Zellen zur Auslésung
von Zelltod.

Fur diesen Teil der vorliegenden Arbeit wurden zWMalanomzelllinien, DO5 und D14
verwendet, welche aus metastasierenden maligneanidielen isoliert worden sind. Bei
D05 handelt es sich um eine p53-Wildtyp, MGMT pmadnte (298 fmol/mg Protein)
Zelllinie, bei D14 um eine p53-mutierte, MGMT deéimte Zelllinie (Naumann et al.
2009). Beide Zelllinien wurden hinsichtlich ihreer&itivitat gegeniber einer klinisch
relevanten Dosis (50 uM) TMZ untersucht. D05 zeiggeh einer Behandlung mit TMZ
keine erhdhte Apoptoserate, was auf das Vorhangemss Reparaturenzyms MGMT
zuruckzufihren ist (Day et al. 1980; Kaina et 891, Kaina et al. 2007). Wird MGMT in
der Zelllinie DO5 durch den Inhibitor®G in seiner Wirkung gehemmt, so filhrte das zur
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Induktion von Zelltod. In der MGMT defizienten Zelie D14 fuhrte eine alleinige
Behandlung mit TMZ zur Induktion von Zelltod, wethdurch zusatzliche Behandlung
mit O°BG nicht verstarkt werden konnte. Wie bereits ggizeiorden ist, stellt in
Melanomzellen MeG eine zytotoxische Lasion dar und MGMT einenseim¢idenden
Resistenzmarker (Naumann et al. 2009). Naumanh kbmnte fur die Melanomzelllinien
D05 und D14 zeigen, dass es sich bei dem TMZ-iraiten Zelltod um Apoptose handelt
(Naumann et al. 2009).

Die hier durchgefiuihrten Untersuchungen, sowie diek$uchungen von Naumann et al.
zeigten, dass die p53-Wildtyp Melanomzelllinie Dibht sensitiver auf eine Behandlung
mit TMZ reagierte als p53-mutierte Zelllinien wieBz D14. Das steht im Widerspruch zu
bereits einheitlich verdffentlichten Untersuchungem p53-Wildtyp Lymphozyten bzw.
Gliomzelllinien (Roos et al. 2004; Roos et al. 2807Hierbei reagierten p53-Wildtyp
Zelllinien deutlich sensitiver auf eine Behandlungt methylierenden Agenzien als
p53-mutierte Zelllinien. Grund hierfur war, dassdien p53-Wildtyp Zelllinien nach einer
Behandlung mit TMZ der Fas-Rezeptor-vermittelte pjpseweg aktiviert wird, was
aufgrund der p53-Abhangigkeit der Fas-Rezeptor\viddiing in p53-mutierten Zelllinien
nicht stattfinden konnte. In der hier vorliegendAnbeit konnte jedoch nach einer
Behandlung mit TMZ sowohl in der p53-mutierten Heie D14 als auch in der
p53-Wildtyp Zelllinie D05 das Spaltprodukt der Case-9 nachgewiesen werden.
Caspase-9 ist die entscheidende Initiatorcaspase nmtochondrial-vermittelten
Apoptoseweg (Wang 2001; Acehan et al. 2002; P@b. &006), welche nach Aktivierung
im Apoptosom die Effektorcaspasen-3 und -7 spdltetet al. 1997; Srinivasula et al.
1998). Somit ist der Nachweis des SpaltproduktsGimpase-9 ein Hinweise darauf, dass
in den Melanomzelllinien D05 und D14, unabhangigmv@53-Status, nach einer

Behandlung mit TMZ der mitochondrial-vermittelte égioseweg aktiviert wird.

4.2.2 Interferone hemmen die Proliferation der Mela nomzelllinien DO5 und
D14, wobei Interferon- B einen deutlich starkeren Effekt hervorruft als
Interferon- a

Interferone sind Zytokine (Isaacs and Lindenmanb7i®saacs et al. 1957), welche nach
einer Bindung an einen spezifischen Oberflacheptereund der daraus resultierenden
Aktivierung des JAK/STAT Signalweges in der Lagadsidie Genexpression in ihren

Zielzellen zu beeinflussen (Schindler et al. 198#yennoinen et al. 1993; Stark et al.
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1998) und dadurch verschiedene biologische Effakteorzurufen. Zu den biologischen
Effekten, welche Interferone auf Krebszellen ausik@&inen, gehoren ihre zytotoxische
Wirkung und die Hemmung der Proliferation (Greegband Mosny 1977; Borden et al.
1982; Qin et al. 1997; Subramaniam and Johnson)189NM-a und IFN{ binden an den
selben Rezeptor, welcher aus zwei Untereinheitestebe (Branca and Baglioni 1981;
Williams and Haque 1997). Eine der wichtigere derdbn Untereinheiten (IFNAR2),
welche fir die IFN-Bindung essentiell ist (Domanskial. 1995), konnte in den beiden
Melanomzelllinien D05 und D14 nachgewiesen werdéne zweite Untereinheit
(IFNAR1) wurde nicht untersucht.

Die zytotoxische und antiproliferative Wirkung deterferone konnte fir die beiden hier
verwendeten Melanomzelllinien D05 und D14 gezeigérden. Eine 24-stindige
Behandlung mit IFNx oder mit IFNg fiihrte zu einer Verminderung des Zelliberlebens.
IFN-[3 erwies sich hierbei als effektiver wie bereitd@ankreaskarzinom-Zelllinien gezeigt
worden ist. Die héhere Effektivitat von IFBIwurde in mehreren Veréffentlichungen fur
Melanomzellen, Gliomzellen, Brustkrebszellen undbérkarzinomzellen beschrieben
(Borden et al. 1982; Johns et al. 1992; Coradimil.e1994; Damdinsuren et al. 2003). Sie
kann fir Melanomzellen dadurch erklart werden, dags beide Interferone an den selben
Rezeptor binden, die Affinitat von IFRizum IFN-Rezeptor aber deutlich hoher ist als die
von IFN-a (Johns et al. 1992).

4.2.3 Typ-I Interferone sensibilisieren maligne Mel anomzelllinien gegenuber
T™MZ

Melanome weisen eine hohe Resistenz gegenlber Ieegmgen Agenzien auf. Die
Ansprechrate eines metastasierenden malignen Msaknauf eine Behandlung mit
methylierenden Agenzien liegt zwischen 12 und 14Migddleton et al. 2000). Um die
Ansprechrate zu erhdéhen, werden Interferone im Rahemer Chemoimmuntherapie mit
dem Chemotherapeutikum kombiniert (Nagatani et@®5; Richtig et al. 2004; Kaufmann
et al. 2005).

Interferone werden wegen ihrer antineoplastischeirkiWg als Monotherapie zur
Behandlung von Melanomen eingesetzt (Agarwala amkwod 2002), erlangen aber
auch immer groBere Bedeutung als Sensibilisatoréim dlie verschiedensten
chemotherapeutischen Agenzien. Natsume et al. tebtleinen sensibilisierenden Effekt

von IFN{3 auf Temozolomid in sechs verschiedenen Glioblazédiimien und in
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Glioblastom Xenografts (Natsume et al. 2005; Natsugh al. 2008). Fujimaki et al.
beschreibt in einer klinischen Studie einen sehsikienden Effekt von IFN+ auf eine
Behandlung von Gehirntumoren mit TMZ (Fujimaki et 2007). Auch fur Melanom-
Patienten zeigten klinischen Studien einen seisdriénden Effekt von IFNe auf eine
Behandlung mit TMZ oder dem verwandten Methylanzl®TRichtig et al. 2004,
Kaufmann et al. 2005; Hauschild et al. 2008). IENvird in Japan in Kombination mit
DTIC in der Therapie des malignen Melanoms eingeégblagatani et al. 1995Jedoch ist
der Mechanismus, durch welchen der sensibilisierdfitekt in Melanomzellen ausgelost
wird noch nicht untersucht worden.

Im Folgenden wird diskutiert, ob Typ-I Interferomeden verwendeten Melanomzelllinien
D05 und D14 einen sensibilisierenden Effekt aueddehandlung mit TMZ ausiben. Wie
bereits unter 4.2.1 und von Naumann et al. bedvémieist die Lasion ®™eG fiir die
Induktion von Apoptose nach TMZ-Behandlung in deald&homzelllinien DO5 und D14
verantwortlich, und MGMT st ein Resistenz-vermiitgier Faktor (Naumann et al. 2009).
Der sensibilisierende Effekt von IF&-oder IFNf auf eine Behandlung der Zelllinien
D05 und D14 mit TMZ wurde sowohl in Anwesenheit alsch in Abwesenheit von
MGMT (durch Depletion von MGMT mittels BG) untersucht.

In der p53-Wildtyp Zelllinie D05 zeigte eine Vorkmidlung mit IFNB einen
sensibilisierenden Effekt gegeniber TMZ unabhangig MGMT Status. Der Effekt war
jedoch deutlich ausgepragter, wenn MGMT duréB® depletiert wurde und filhrte unter
diesen Bedingungen zu einer Verdopplung der dufglZ-induzierten Apoptoserate. In
der p53-mutierten, MGMT defizienten Zelllinien D®&r der sensibilisierende Effekt von
IFN-B auf TMZ auch vorhanden, jedoch deutlich gerinderrader p53-Wildtyp Zelllinie
DO05. Das steht im Widerspruch zu UntersuchungenNatsume et al., und Rosati et al. an
Gliomzellen, wonach es durch IHNzu einer p53 abhangigen Herunterregulation von
MGMT kommt, was den sensibilisierenden Effekt gedmar TMZ hervorruft (Natsume et
al. 2005; Natsume et al. 2008; Rosati et al. 20083stern-Blot-Analysen zeigten, dass
eine Inkubation mit IFN3 in keiner der beiden Melanomzelllinien einen His# auf das
Expressionsniveau von MGMT hatte.

Eine Vorbehandlung mit IFN- sensibilisierte die Zellen schwéacher gegentber Ta&Z
IFN-B und war in der Zelllinie DO5 nur unter MGMT depégten Bedingungen zu
beobachten. In der Zelllinie D14 hatte eine Vorlmetang mit IFNa keine Auswirkungen
auf die Sensitivitat gegenuber TMZ. Die hohere Effatat von IFN{3 wurde bereits unter

4.2.2 fur die zytotoxische Wirkung der IFNs besehean.
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Bei dem sensibilisierenden Effekt von IFNgegeniber TMZ handelt es sich um eine
Erhbhung der TMZ-induzierten Apoptose, was durch né&an/Propidiumjodid
Doppelfarbungen am Durchflusszytometer sowie dwerte verstarkte Aktivierung der
Effektorcaspasen-3 und -7 durch IBNrach TMZ-Behandlung nachgewiesen wurde. Dies
entsprach den Erwartungen, da Interferone an sicller Lage sind, in Krebszellen
Apoptose auszulésen, was in der Literatur auchMétanomzellen beschrieben wurde
(Chawla-Sarkar et al. 2001; Chawla-Sarkar et @220

Eine genauere Betrachtung des Zeitraums, in welctiemsensibilisierende Effekt des
IFN-B in den Zelllinien DO5 und D14 auftritt zeigte, daar bereits 72 h nach TMZ-Gabe
auftritt und sich bis 144 h noch verstarkte. Ebksfat in Abb. 3-24 zu erkennen, dass es
sich gerade zu den spaten Zeitpunkten (120 undhl4bwohl in der Zelllinie D05 als
auch in der Zelllinie D14 um einen synergistischigffekt des IFNB gegenuber TMZ
handelte. Da es sich bei der IFN-Behandlung um 2fmstiindige Inkubation vor der Gabe
von TMZ handelte, der sensibilisierende Effekt afmech 144 h spater zu erkennen war, ist
es wahrscheinlich, dass er durch eine IFN-bedingteinderung der Genexpression

ausgeldst wird.

4.2.4 In nicht malignen Zellen wird die Toxizitdt v on Temozolomid nicht

durch Interferon- [ verstarkt

Fur eine Krebstherapie ist es von entscheidenddelang, dass durch die verwendeten
Agenzien selektiv die Tumorzellen abgetdtet werdeobei die ,gesunden® Zellen nicht
beeintrachtigt werden. Als Beispiel fir nicht makgZellen, welche jedoch ebenfalls mit
dem Chemotherapeutikum im Patienten in Kontakt kemnadienten in der vorliegenden
Arbeit humane Lymphozyten. Bei ihnen handelt e$ sim MGMT profizente, nicht
proliferierende Zellen, deren Wachstum jedoch dum&abation mit den Antikérpern CD3
und CD28 angeregt werden kann. In proliferierendetien fiihrte eine Behandlung mit
TMZ, wie erwartet, nur dann zur Induktion von Apog¢, wenn MGMT nach einer
Behandlung mit éBG nicht mehr zur Verfiigung stand. Auch in proideenden
Lymphozyten wird die Zytotoxizitat von TMZ (ber digision OMeG vermittelt und
MGMT st fur die Resistenz verantwortlich (Roosagt 2004). Die hohe Sensitivitat der
proliferierenden Lymphozyten wird damit erklart,sdanach einer Behandlung mit TMZ
sehr effektiv Uber den Fas-Rezeptor Apoptose adsg&lird (Roos et al. 2004). Eine

Behandlung der Zellen mit TMZ erwies sich in nigholiferierenden Zellen auch dann
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nicht als toxisch, wenn MGMT durch °BG depletiert wurde. Dies zeigt die
Notwendigkeit der Proliferation fiir die TMZ vernatte Apoptose, welche in der Literatur
beschrieben worden ist (Roos et al. 2004). Durcte &’orbehandlung der Zellen mit
IFN-B konnte weder in proliferierenden noch in nichtijpeoierdenden Zellen, weder in
Anwesenheit noch in Abwesenheit von MGMT die Taéizder TMZ-Behandlung erhéht
werden. Das wird durch Untersuchungen an Lungeszelestltzt, wobei Interferone die
Toxizitat von ionisierender Strahlung in Krebszelleerstarken, nicht jedoch in nicht-
malignen Zellen (Schmidberger et al. 1999b).

4.2.5 Der sensibilisierende Effekt von Interferon- [ ist gegentber Fotemustin

und ionisierender Strahlung deutlich schwacher ausg epragt

In der Behandlung von malignen Melanomen wird neden methylierenden Agenzien
DTIC und TMZ auch das chlorethylierende Agenz Fatstim (FM) und ionisierende
Strahlung (IR) verwendet (Jacquillat et al. 199@rivex et al. 2003). Interferone sind in
der Lage, Krebszellen gegenuber chlorethylierenfiganzien und IR zu sensibilisieren
(Garbe et al. 1992; Schmidberger et al. 1999a; &ftiberger et al. 1999b). Daher wurde
auch der Effekt von IFNBauf eine Behandlung der Zellen mit FM oder IR tsueht.

FM verursacht in den Zellen Chlorethylierungen a&nsehiedenen Positionen der DNA.
Ahnlich wie fiir TMZ wurde auch fir FM die Alkylieng an der &Position des Guanins
als Lasion nachgewiesen, uber welche die Zytottitiaiermittelt wird (Gonzaga et al.
1992; Vassal et al. 1998; Christmann et al. 20@5sBgne et al. 2003). Diese Lasion wird
ebenfalls durch MGMT repariert. In der Zelllinie B®0zeigte eine alleinige
FM-Behandlung nur einen sehr schwachen AnstiegZditodrate, was auch hier auf das
Vorhandensein von MGMT zurtckzufiihren war. ErstmBepletion von MGMT durch
O°BG fiihrte FM zur Induktion von Zelltod. In der MGMefizienten Zelllinie D14 fiihrte
bereits eine alleinige FM-Behandlung zu Zelltodss#s Niveau auch durch zuséatzliche
Behandlung mit BG nicht gesteigert werden konnte. Somit wird inlatemzellen die
FM-induzierte Zytotoxizitat, welche als Apoptosesblerieben wurde, Uber die Lasion
O°CIEtG vermittelt (Naumann et al. 2009). Gleichzpiteigte die Arbeit von Naumann et
al., dass MGMT einen entscheidenden Resistenzmdekstellt.

Ahnlich wie nach TMZ-Gabe fiihrte in der Melanomlieié D05 eine Vorbehandlung mit
IFN-B zu einer Sensibilisierung gegenuber FM, allerdiagsschlie3lich unter MGMT
depletierten Bedingungen. Diese war jedoch deutj@tinger als nach TMZ-Behandlung.
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In der Zelllinie D14 war keine IFN3-bedingte Sensibilisierung zu beobachten. DassFN-
die Zellen gegenuber FM deutlich geringer sensiiilt als gegeniber TMZ kénnte damit
zusammenhangen, dass beide Agenzien in der Zellengerschiedlichen Reaktionen
fuhren und fur die Sensitivitéat der Zellen gegemibeider Agenzien unterschiedliche
Mechanismen ausschlaggebend sind. Nach einer Bleimgnd/on Gliomzellen und
Lymphozyten mit TMZ wird die Aktivierung der Fas-BEsptor vermittelten Apoptose flr
die hohe Sensitivitdt von p53-Wildtyp Zellen vemaattlich gemacht, wahrend nach FM-
Behandlung die Kapazitat der p53 abhangigen DNAaRapr fur die Sensitivitat
verantwortlich ist (Roos et al. 2004; Batista e28l07; Roos et al. 2007a).

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde berausfihrlich der sensibilisierende
Effekt von IFN{3 gegentber IR in Pankreaskarzinom-Zelllinien uniens und diskutiert.
In den Melanomzelllinien DO5 und D14 fuhrte einesBahlung nur zu einer geringen
Zelltodrate, welche auch durch IHN-nicht gesteigert werden konnte. Das steht in
Widerspruch zu Untersuchungen an humanen Krehszeff in denen ein
radiosensibilisierender Effekt von IFBI- beschrieben wurde (Gould et al. 1984;
Schmidberger et al. 1999a; Schmidberger et al. 1986hmidberger et al. 2003; Ma et al.
2005). Dieser Effekt scheint jedoch zelltypspeeliszu sein und ist in Melanomzellen

nicht vorhanden.

4.2.6 Der sensibilisierende Effekt von Interferon- [3 gegeniber Temozolomid

geht von der Lasion O °MeG aus

Der sensibilisierende Effekt von IFBl-auf eine Behandlung der Zelllinie DO5 mit TMZ
war sowohl in Anwesenheit als auch in Abwesenheit WIGMT zu beobachten. Unter
diesen zwei Bedingungen wird die Toxizitat von TMiirch verschiedene L&sionen
vermittelt. TMZ methyliert die DNA an 13 verschiesi Positionen. Der groldte Anteil
der Methylierungen findet an den Ringstickstoffaéonverschiedener Basen statt (Beranek
1990; Kaina et al. 2007). Diese N-Methylierungerddoei weitem nicht so toxisch wie die
Lasion OMeG, vermitteln aber in nicht-proliferierenden 2Zellund MGMT profizienten
Zellen die Toxizitat von TMZ (Briegert and Kaina@q. Ist kein MGMT vorhanden, ist
die mit unter 8 % weitaus seltenere, jedoch hozfsthe Lasion GMeG fiir die Induktion
von Apoptose verantwortlich. Unter diesen Bedingamdiberlagert die Toxizitat des
O°MeG die Toxizitat der N-Methylierungen. Es wére siotienkbar, dass IFI8-entweder
die Toxizitat der N-Methylierungen oder die de8M@G verstarkt. Zur Klarung dieser
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Frage wurden die Zelllinien DO5 und D14 mit einemiteren methylierenden Agenz,
Methylmethansulphonat (MMS) behandelt. Dieses Agenduziert hauptsachlich
N-Methylierungen und nur zu 0,3 % die hoch toxistkision OMeG (Beranek 1990).
Mittels dieses Agenz sollte der Einfluss von IBNauf die N-Methylierungen untersucht
werden. Eine Behandlung der Zelllinie DO5 mit MM$hifte in Anwesenheit von MGMT
kaum zur Induktion von Zelltod. Erst nach MGMT Defpdn waren die Zellen sensitiv
gegenuber MMS. Die Zelllinie D14 zeigte aufgrundethMGMT Defizienz bereits ohne
den MGMT Inhibitor 3BG eine hohe Sensitivitat gegeniiber MMS, welchenadirch
Zugabe von @BG nicht erhoht werden konnte. Demnach reicht deinge Anteil an
O°MeG aus, um in den Zellen Zelltod auszulésen, washdhe Toxizitat dieser Lésion
unterstreicht. Durch eine Vorbehandlung der DO3efemit IFN{3 konnte in Anwesenheit
von MGMT eine geringe Sensibilisierung beobachtetrden, welche jedoch nicht
signifikant war. Wurde jedoch MGMT durch®BG depletiert, zeigte IFN- einen hoch
signifikanten sensibilisierenden Effekt. Dieser wader Zelllinie D14 nur sehr schwach
ausgepragt und nicht signifikant. Demnach scheine éFN{3 Vorbehandlung keinen
Einfluss auf die Toxizitdt der N-Methylierungen taben. Ausgangspunkt fur den
sensibilisierenden Effekt von IFRl-scheint in der Zelllinie DO5 die Lasion’@eG zu
sein.

Dass der sensibilisierende Effekt von IBNgegenuber TMZ in der Zelllinie DO5 in
Anwesenheit von MGMT zu beobachten war kdonnte dam#ammenhangen, dass diese
Zelllinie nur ein geringes Expressionsniveau an MGkn 298 fmol/mg Protein aufweist.
Wie fur Melanomzellen beschrieben, besteht einekegr Korrelation zwischen MGMT
Niveau und Sensitivitat der Zellen gegenuber methgthden Agenzien (Pepponi et al.
2003). Wurde die Zelllinie DO5 stabil mit MGMT trsiziert, um in den Zellen eine
Uberexpression des Proteins hervorzurufen, hatie #N{ Vorbehandlung keinen
Einfluss mehr auf die Sensitivitat der Zellen gdger TMZ.

4.2.7 Der sensibilisierende Effekt von Interferon- [3 gegeniber Temozolomid
wird nicht durch eine Beeinflussung der DNA-Reparat ur vermittelt

Im vorangegangen Abschnitt wurde die durch TMZ begerufene Lasion ™eG als die
Lasion charakterisiert, von welcher der sensilgitemnde Effekt des IFI8-ausgeht. Wurde
MGMT durch den Inhibitor éBG depletiert, verstarkt IFI8-die Toxizitat der durch TMZ

hervorgerufenen Lasion ®®eG. Wahrend der Prozessierung vofM@G kommt es im
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Zuge der Replikation zur Manifestierung einer Béskipaarung. Diese wird von der
MMR erkannt und vergeblich prozessiert, woraufhism eum Kollaps der
Replikationsgabeln und zur Bildung von DSB kommto{d et al. 2007). Uber diese
sekundaren Lasionen wird nach TMZ-Gabe die Apoptageittelt (Kaina et al. 1997;
Ochs and Kaina 2000; Lips and Kaina 2001a). Einet@Adige Inkubation mit IFNB-
konnte auf die verschiedenen Prozessierungsscheitten Einfluss haben, was im
Folgenden zu einer erhdhten Apoptoserate fuhrtcheelden sensibilisierenden Effekt
ausmacht.

Als erstes wurde der Einfluss von IFNauf die MMR untersucht. Der MMR Status ist
entscheidend fir die Sensitivitdt von Zellen gedgpenimethylierende Agenzien (Dosch et
al. 1998; Pepponi et al. 2003; Naumann et al. 200)R defiziente Zellen reagieren
hoch resistent auf eine Behandlung mit TMZ (Finkakt1998; Naumann et al. 2009),
wohingegen eine Hochregulation der MMR die Zelleegeniber Methylanzien
sensibilisiert (Roos et al. 2007b). Da IFNs tUben dAK/STAT Signalweg in der Lage
sind, Einfluss auf die Genexpression ihrer Ziekeltu nehmen (Silvennoinen et al. 1993;
Schindler and Darnell 1995; Stark et al. 1998), ewas vorstellbar, dass durch eine
Behandlung mit IFN3 in den Melanomzellen die MMR-Proteine hochregtligerden,
was im Folgenden durch das vermehrte Auftreten@8B den sensibilisierenden Effekt
auslésen konnte. Western-Blot-Analysen ergabers das Expressionsniveau der fur die
MMR entscheidenden Proteine MSH2, MSH6, MLH1 und §2Mdurch IFNB nicht
beeinflusst wurde.

Zweitens wurde der Einfluss von IFN-auf die TMZ vermittelte Bildung von DSBs
mittels yH2AX Immunfluoreszenz untersucht. Die Phosphorylngy des Histons H2AX
(yH2AX) an einem DSB ist ein frihes Ereignis nach DRéhadigung. Daher sind die
durch Immunfluoreszenz nachweisbarghl2AX Foci ein haufig verwendeter und
weitgehend akzeptierter Marker fir DSBs (Ismail &tehdzel 2008). Die Abnahme der
Foci-Anzahl Uber die Zeit spiegelt demnach die Rajpa der DSBs wider. Eine
24-stindige IFN3 Vorbehandlung fluihrte nicht zu einer verstarkteduktion von TMZ
vermittelten DSBs. Dies war auch nicht zu vermuteta die MMR, welche
ausschlaggebend fir die Bildung von DSBs nach ThMAdhdlung ist, durch IFI§-nicht
beeinflusst wurde. Auch die Reparaturkinetik der ZFMduzierten DSBs wurde durch
vorangegangene Inkubation mit IfNRicht beeinflusst. Da fiir die Reparatur vofM@G
vermittelten DSBs hauptsachlich die HR und nichtENH/erantwortlich ist (Roos et al.

2009), wurde durch Western-Blot-Analysen der Esdglwwvon IFNB auf die Expression
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zweier HR-Proteine, Rad51 und Rad52 untersuchte B#stindige IFNB Inkunbation
veranderte nicht das Expressionsniveau der unteesucProteine. Somit konnten die
Western-blot Analysen die durghi2AX erlangten Ergebnisse, dass IBNkeinen Einfluss
auf die Reparatur der TMZ-induzierten DSBs nimnastitigen. Das steht im Gegensatz
zu Untersuchungen von Schmidberger et al. und @iits et al. an humanen und murinen
Tumor-Zellen, wonach IFNs- die HR beeinflusst (Dritschilo et al. 1982; Schhedyer et
al. 2003). Somit wird der sensibilisierende Effekh IFN{3 gegentber TMZ weder durch
einen Einfluss auf die MMR noch durch eine Verdndgrder Induktion von DSBs oder

eine Beeinflussung der HR ausgeldst.

4.2.8 Der sensibilisierende Effekt des Interferon- [ gegeniber Temozolomid
konnte in der p53-mutierten Zelllinie D14, nicht ab  er in der p53-Wildtyp
Zelllinie DO5 durch eine Verstiarkung des mitochondr ial-vermittelten
Apoptoseweges ablaufen

Nachdem gezeigt worden ist, das$M@G die ausschlaggebende Léasion fiir den
sensibilisierenden Effekt von IFRi-gegentuber TMZ ist und ein Einfluss von IBNauf
deren Prozessierung ausgeschlossen wurde, scleeisesibilisierende Effekt von IFBI-
direkt mit einer Verstarkung der durch TMZ ausgtdids Apoptose-Signalkaskade
zusammen zu héngen.

Nach einer Behandlung mit TMZ stehen den ZellenizZWege zur Verfigung, tber
welche Apoptose ausgelost werden kann. Der insaoh&, mitochondrial-vermittelte Weg
und der extrinsische, Rezeptor-vermittelte WegGegensatz zur Literatur, wonach TMZ-
Behandlung in p53-Wildtyp Zellen zu einer Aktivie der Fas-Rezeptor vermittelten
Apoptose fuhrt (Roos et al. 2004; Roos et al. 2D0kKannten in der hier vorliegenden
Arbeit Hinweise dafur erbracht werden, dass nachZi®&be in Melanomzellen der
mitochondriale Aptotose-Signalweg aktiviert wird.ie® geschah unabhéngig vom
p53-Status. Dafir sprach der Nachweis des Spaligted der Caspase-9 nach
TMZ-Behandlung in der Zelllinie DO5 und D14 (vgl.23L.2) sowie die Tatsache, dass
p53-Wildtyp Melanomzellen nicht sensitiver auf eBehandlung mit TMZ reagierten als
p53-mutierte Zellen (vgl. 3.2.1.1). Daher wurde aistes das Expressionsniveau einiger
fur den mitochondrialen Weg wichtiger Proteine natMZ-Behandlung und nach
Kombination von TMZ mit IFNB in beiden Zelllinien DO5 und D14 durch WesterniBlo
Analyse untersucht. Eine zusatzliche VorbehandblergZellen mit IFNB fuhrte jedoch in
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der Zelllinie DO5 nicht zu einer Veranderung depEession der untersuchten Proteine. In
der Zelllinie D14 fuhrte nur eine Kombination voMZ und IFN{3 Vorbehandlung zu
einer deutlichen Abnahme von Bax im Cytoplasma. Baxd auf einen apoptotischen
Stimulus hin in die Mitochondrienmembran rekrutieno es Kanéle bildet und die
Freisetzung von Cytochrom c bewirkt, was der emgt@nde Schritt in der mitochondrial-
vermittelten Apoptose darstellt (Hacker and Wel@72 Kepp et al. 2007). Da Bax nach
TMZ-Gabe p53 abhangig transkribiert wird (Wu andn®e€002), D14 aber p53-mutiert
ist, kann auf diesen apoptotischen Stimulus hinbmgrenzt zuséatzliches Bax transkribiert
werden, wobei die Translokation an die Mitochonaimembran durch eine Abnahme von
Bax im Cytoplasma zeigt. Das konnte ein Hinweisedfasein, dass eine Vorbehandlung
mit IFN-B in der Zelllinie D14 zu einer Verstarkung der nohiondrial-vermittelten
Apoptose fihrt. Diese Vermutung muss jedoch noafchdweitere Experimente gestutzt
werden.

Da der sensibilisierende Effekt in der p53-Wild®plllinie DO5 starker ausgepragt war
und die Mehrzahl der Melanome p53-wildtypisch wtirde im Folgenden hauptsachlich
auf die Aufklarung des dem sensibilisierenden Bffetugrunde liegenden Mechanismus
in p53-Wildtyp Zelllinien eingegangen.

4.2.9 Interferon- B bewirkt in den p53-Wildtyp Melanomzelllinien DO5, aber
auch in der p53-mutierten Zelllinie D14 eine versta  rkte Expression der Pro-
Caspase-8

Sowohl fur Gliomzellen als auch fir humane Lymphienywurde beschrieben, dass in
p53-Wildtyp Zellen die TMZ vermittelte Apoptose libden Fas-Rezeptor Signalweg
verlauft (Roos et al. 2004; Roos et al. 2007a).hals wurde in den hier verwendeten
Melanomzellen, obwohl fur sie beschrieben wurdessdsie einen Defekt in der Fas-
Rezeptor-vermittelnden Apoptose-Signalkaskade héRemltini et al. 1998; Thomas and
Hersey 1998), der Einfluss von IAN-auf die Fas-Rezeptor induzierte Apoptose
untersucht. Zwei entscheidende Komponenten defREasptor Signalweges sind der Fas-
Rezeptor und die Pro-Caspase-8 (Muzio et al. 1BR&;io et al. 1998). Der Fas-Rezeptor
wird durch einen apoptotischen Stimulus p53 ablgnganskribiert und in der
Zellmembran angereichert (Muller et al. 1998). Big&3 Abh&ngigkeit erklart, weshalb
der Fas-Rezeptorweg nur in p53-Wildtyp Zellen diwdle spielt. Die Pro-Caspase-8 ist
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die fur diesen Apoptoseweg entscheidende Initiaspase, welche die Effektorcaspasen-3
und -7 aktiviert (Muzio et al. 1997).

Durch Western-Blot-Analysen wurde gezeigt, dasskpression des Fas-Rezeptors nicht
durch IFNf beeinflusst wird. In beiden untersuchten Melandhnzien war das basale
Pro-Caspase-8 Niveau sehr gering. Das entsprictgr&lrchungen von Fulda et al. (Fulda
et al. 2001). Durch eine 24-stiindige InkubationZilen mit IFNf konnte das Niveau an
Pro-Caspase-8 besonders in der Zelllinie D05 ggstewerden. In der Zelllinie D14 war
der Anstieg des Pro-Caspase-8 Niveaus durch@Riringer. Das entspricht den unter
3.2.2.1 bzw. 4.2.3 beschriebenen Daten, wonachnbdes® die p53-Wildtyp Zelllinie D05
durch IFN gegeniber TMZ sensibilisiert werden kann. In d&B8-putierten Zelllinie
D14 kénnte das geringe basale Niveau des Fas-Regenisreichen, um durch die IEN-
vermittelte Verstarkung der Pro-Caspase-8 Exprassioen leichten sensibilisierenden
Effekt auszulosen. Dass in p53-mutierten Zelllindas basale Niveau des Fas-Rezeptors
ausreichen kann, um Uber diesen Signalweg Apoteseuldésen, wurde bereits an p53 -/-
Mausefibroblasten gezeigt (Tomicic et al. 2005neEweitere Moglichkeit, weshalb der
sensibilisierende Effekt von IFR-auch in der p53-mutierten Zelllinie D14 auftritéwe,
dass Uber die Pro-Caspase-8 eine VerknUpfung desR&zeptor vermittelten und
mitochondrial vermittelten Apoptosewegs bestehe Pro-Caspase-8 ist in der Lage, das
Protein Bid zu schneiden, wodurch tBid entstehid tBann das fur den mitochondrialen
Weg notwendige pro-apoptotische Protein Bax akigvie Daher kdnnte eine verstarkte
Expression der Pro-Caspase-8 auch in der p53-renieZelllinie D14 Uber den
mitochondrial-vermittelten Apoptoseweg zu einemdrén Apoptoseniveau fuhren.

Die hier beobachtete Hochregulation der Pro-Caspasde sie bereits fur IFN-und
IFN-a an Medullablastomzellen und Leberkarzinomzelleschgéeben wurde (Fulda and
Debatin 2002; Casciano et al. 2004a; Liedtke e2@0D6), konnte dadurch erklart werden,
dass IFNs Uber den JAK/STAT Signalweg in der Lagel,sdie Genexpression zu
beeinflussen (Silvennoinen et al. 1993; Schindledt ®arnell 1995; Stark et al. 1998),
wenn in den Zielgenen ein Bereich vorhanden ist,den der Inerferon-stimulierte
Transkriptionsfaktor 3 (ISGF 3) binden kann. Einicker Bereich, ein ,Interferon-
stimulated-response-element” (ISRE), wurde in desnf®torregion der Pro-Caspase-8
nachgewiesen (Casciano et al. 2004b; De Ambrosik 8007). Eine weitere Mdglichkeit,
wie IFN3 eine Verstarkung der Pro-Caspase-8 Expressiorotrafen konnte, ware tber
Demethylierung der Promotorregion. Die Expressiomn v Genen kann Uber

Hypermethylierung an der Promotorregion gehemmtdesmr Dies wurde bereits fur das
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MGMT-Gen (Watts et al. 1997) wie auch fur Caspase-Bumorzellen gezeigt (Eggert et
al. 2000; Grotzer et al. 2000; Hopkins-Donaldsonakt2003) und ist, im Falle der
Caspase-8, mit einer schlechten Prognose der Ratieerbunden (Pingoud-Meier et al.
2003). Demethylierung der Promotorregion fuhrt deaim zu einer Verstarkung der
Genexpression. Fur IFR-ist gezeigt worden, dass es Promotor-Demethylgenn
hervorrufen kann (Micali et al. 2007). Welcher Maolsmus in der vorliegenden Arbeit zu
der Verstarkung der Pro-Caspase-8 Expression filwdrde nicht weiterfihrend

untersucht.

4.2.10 Der in D05 und D14 beobachtete Interferon-Ef fekt konnte in weiteren
Melanomzellen bestatigt werden

Durch Einbeziehung einer weiteren p53-Wildtyp Melanzelllinie (A375) und einer
weiteren p53-mutierten Melanomzelllinie (RPMI 79%Hpapajarvi et al. 1999) sollten im
Folgenden mehrere Fragen beantwortet werden:Handelt es sich bei dem
sensibilisierenden Effekt von IFNl-gegenuber TMZ um ein fir die Zelllinien DO5 und
D14 spezifischen Phanotya? Ist der sensibilisierende Effekt von IHNgegeniber TMZ
generell in p53-Wildtyp Zelllinien ausgepréagter ats p53-mutierten Zelllinien und
demnach abhangig vom p53-Status der ZellehZeigen auch andere Melanomzelllinien
das fur DO5 und D14 beobachtete und in der Literfiiu Melanomzellen beschriebene
(Fulda et al. 2001) geringe Niveau an Pro-CaspaseeBkann dieses besonders in p53-
Wildtyp Zellen durch eine Inkubation mit IFBlgesteigert werden?

Um diese Fragen zu beantworten, wurden die p53iwildelllinie A375 und mutierte
Zelllinien RPMI 7951 hinsichtlich ihrer Sensitivitgegeniuber TMZ und hinsichtlich des
sensibilisierenden Effekts von IFBlgegeniber TMZ untersucht.

Es konnte gezeigt werden, dass die p53-Wildtyplidedl A375 nicht sensitiver auf eine
Behandlung mit TMZ reagierte als die p53-mutiertdllihie RPMI 7951. Jedoch konnte
die p53-Wildtyp Zelllinie A375 deutlich starker air IFN{3 gegentber TMZ sensibilisiert
werden als die p53-mutierte Zelllinie RPMI 7951 .eBfalls wurde in der Zelllinie A375
ein sehr geringes Niveau an Pro-Caspase-8 nachgmwisavas durch eine 24-stindige
IFN-B Inkubation deutlich erhéht werden konnte. Die i@ RPMI, welche nicht durch
IFN-B gegeniiber TMZ sensibilisiert werden konnte, zeigie vergleichsweise hohes

Niveau an Pro-Caspase-8, welches durch fHNkubation nicht gesteigert werden konnte.
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Der beschriebene Effekt von IHBlgegentber einer Behandlung von Melanomzelllinien
mit TMZ konnte demnach von dem bisherigen ZellsysteO5 und D14 auf weitere
Melanomzelllinien ausgeweitet werden. Das spricit flie Allgemeingultigkeit des
beobachteten IFN Effekts in p53-Wildtyp Melanomizeién.

4.2.11 p53-Wildtyp Melanomzellen weisen einen Defek t in der Fas-Rezeptor
vermittelten Apoptose auf, welcher durch eine 24-st  dndige Interferon- 8

Vorinkubation Uberwunden werden kann

Sowohl fur Gliomzellen als auch fur humane Lymplieaywurde gezeigt, dass p53-
Wildtyp Zellen deutlich sensitiver auf eine Behamdj mit methylierenden Agenzien, wie
TMZ, reagieren als p53-mutierte Zellen. Die erhdl8ensitivitat der p53-Wildtyp
Gliomzellen und humanen Lymphozyten war auf eing@ aBhangige Aktivierung der Fas-
Rezeptor vermittelten Apoptose zuriickzufiihren (Retogl. 2004; Roos et al. 2007a). Die
hier verwendeten Melanomzelllinien verhielten sjedoch gegensatzlich. p53-Wildtyp
Zelllinien waren resistenter bzw. vergleichbar #@nsvie p53-mutierte Zelllinien. Erst
eine Vorbehandlung mit IFIB- fihrte dazu, dass p53-Wildtyp Melanomzellen ihre
Resistenz gegenuber TMZ Uberwunden und sensitivereme Behandlung mit TMZ
reagierten als p53-mutierte Zelllinien. Im Folgemderd diskutiert, ob die Resistenz der
hier verwendeten p53-Wildtyp Melanomzelllinien geg@eer TMZ durch einen Defekt in
der Fas-Rezeptor vermittelten Apoptose hervorgarwied und ob dieser durch IFBI-
uberwunden werden kann.

Essentiell fir die Aktivierbarkeit der Fas-Rezept@rmittelten Signalkaskade ist eine
Methylanzien induzierte Hochregulation des Fas-R&xs, wie sie u. a. fur Gliomzellen
und humane Lymphozyten beschrieben wurde (Rods 20@4; Roos et al. 2007a). Da der
Fas-Rezeptor p53 abhangig exprimiert wird, findetse Hochregulation nur in p53-
Wildtyp Zellen statt (Muller et al. 1998). In derehverwendeten Melanomzelllinien D05
und D14 konnte die gesteigerte Expression des Eeasgrors in der p53-Wildtyp Zelllinie
D05 72 h nach TMZ-Gabe nachgewiesen werden, nietibgh in der p53-mutierten
Zelllinie D14. Damit verhalten sich die Melanom#alken in diesem Punkt, dem Beginn
der Fas-Rezeptor Signalkaskade, wie die in derdtiie beschriebenen Zellsysteme. Der
Unterschied zwischen Gliomzellen und Melanomzellgnsichtlich ihrer Sensitivitat
gegenuber TMZ muss sich demnach im weiteren VedaufSignalkaskade manifestieren.

Dies sollte, ebenso wie die Ursache der [FFNedingten Sensibilisierung gegeniber TMZ,
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durch Experimente mit einem Fas-aktivierenden Airpkr genauer charakterisiert
werden. Der Fas-aktivierende Antikérper ist in dexge durch Bindung an den Fas-
Rezeptor gezielt diesen Apoptoseweg auszulbésenABigorpergabe erfolgte 72 h nach
TMZ-Behandlung. Die Zellen zeigten zu diesem Zaiffiueine moderate Apoptoserate
(vgl. Abb.: 3-24), so dass eine zusatzliche Aktwregy der Fas-Rezeptor vermittelten
Apoptose durch den aktivierenden Antikérper beotmererden konnte. Die p53-Wildtyp
Melanomzelllinie D05 zeigte nach einer Behandluniy Mz, O°BG und dem Fas-
aktivierenden Antikérper nur eine sehr geringe Apeprate (Abb. 3-37 B, Saule 5). Dies
deutet auf einen Defekt in der Fas-Rezeptor veeitett Apoptosekaskade hin. Durch eine
Kombination von TMZ, GBG und IFNS konnte, nach der Gabe des Fas-aktivierenden
Antikorpers, die Apoptoserate deutlich erhoht wardébb. 3-37 B, Saule 7). Demnach
scheinen die Zellen durch die Kombination mit IBNhre Fahigkeit wieder zu erlangen
nach TMZ-Gabe Uber den Fas-Rezeptor-Signalweg Agepauszuléosen. Dieser Effekt
war in der p53-mutierten Zelllinie D14 nur sehrwelh erkennbar.

Funktionell bewiesen wurden diese Ergebnisse dench stabile Transfektion der p53-
Wildtyp Zelllinien DO5 und A375 mit einem Vektor, elcher fir dominant-negatives
(DN)-FADD codiert. FADD ist das Adaptermolekil zwefseen dem Fas-Rezeptor und der
Pro-Caspase-8 und fir die Ausfiihrung der Fas-Rezeptmittelten Apoptose zwingend
notwendig (Chinnaiyan et al. 1995; Boldin et al969Muzio et al. 1996). DN-FADD ist
aufgrund eines Aminosaureaustausches nicht in dge LlPro-Caspase-8 zu rekrutieren
(Tewari and Dixit 1995; Chinnaiyan et al. 1996). Bs gegentber endogenem FADD
dominant exprimiert wird kommt es durch eine Traktbn der Zellen mit DN-FADD zu
einer Hemmung der Fas-Rezeptor vermittelten Ap@p{@hinnaiyan et al. 1996). In den
Zelllinien DO5 und A375 hatte die Expression von-BADD keine oder nur eine geringe
Auswirkung auf die Apoptoeserate, wenn die ZellenAbwesenheit von MGMT, mit
TMZ und dem Fas-aktivierenden Antikérper behandeitden (Abb. 3-38 B+C, Saulen 6).
Das beweist, dass die p53-Wildtyp Melanomzelllini®@05 und A375 den Fas-
Rezeptorweg nach einer Behandlung mit TMZ nichizent Erst wenn die Zellen mit
IFN-B vorbehandelt wurden, hatte eine Hemmung des FasgRwweges durch
DN-FADD einen Einfluss auf die TMZ-induzierte Apogerate (Abb. 3-38 B+C,
Saulen 8). DN-FADD exprimierende Zellen zeigten fargleich zu Zellen, welche das
Protein nicht exprimieren, eine deutlich gering&moptoserate. Das beweist, dass die
Zellen nach einer Vorbehandlung mit IFNi der Lage sind, den Fas-Rezeptorweg zu

nutzen, weshalb eine Hemmung des selben zu eieérigeren Apoptoserate fuhrt. Fir die
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Zelllinie DO5 konnten diese Ergebnisse mit eineiteven unabhangigen Methode (SubG1
Messung) bestatigt werden.

4.2.12 Interferon- B sensibilisiert Melanomzellen ebenfalls gegenuber T RAIL-

vermittelter Apoptose

Die bisherigen Ergebnisse legen nahe, dass dembgisieyenden Effekt des IFI-
gegeniber TMZ-Behandlung eine Verstarkung des Rezgprmittelten Apoptoseweges
zugrunde liegt. Ausschlaggebend hierfir kdnnte dkMN- vermittelte Erhéhung des
Expressionsniveau der Pro-Caspase-8 sein. Die BspdSe-8 ist ein Schllisselenzym der
Rezeptor-vermittelten Apoptose, zu der sowohl dis-Rezeptor als auch die TRAIL-
vermittelte Apoptosekaskade gehoren. Wenn die [BFiermittelte Hochregulation der
Pro-Caspase-8 das entscheidende Ereignis darstelfiplite eine IFNG Behandlung die
Zellen auch gegeniber TRAIL vermittelter Apoptosenssbilisieren. Um das zu
Uberprifen, wurden Experimente mit dem Todes-Rerdpganden TRAIL durchgefuhrt.
TRAIL bindet an spezifische Rezeptoren und ist deldun der Lage, Apoptose zu
induzieren. Eine zuséatzliche Behandlung mit eingtogatikum war in diesem Falle nicht
notwendig. Aul3erdem ist die TRAIL vermittelte Apopé im Gegensatz zu der Fas-
Rezeptor vermittelten Apoptose unabhangig vom paBdS der Zellen (Meng and El-
Deiry 2001; Ehrhardt et al. 2008). Eine Behandldeg Zellen mit TRAIL zeigte in allen
drei untersuchten Melanomzelllinien nur eine motéehaduktion von Apoptose. Das steht
in Einklang mit der Literatur, wonach Melanomzell€tesistent gegenuber TRAIL
vermittelter Apoptose sind (Chawla-Sarkar et al020 Erst durch eine zusatzliche
Vorinkubation mit IFNf konnten die Zellen gegeniiber TRAIL sensibilisiggrden, wie
auch schon von Chawla-Sarkar et al. beschrieberaw@hSarkar et al. 2002). Die
Sensibilisierung korrelierte in der vorliegendenbdit mit der Hochregulation der
Pro-Caspase-8. Die Zelllinien D05 und A375, welehee starke Hochregulation der
Pro-Caspase-8 durch IFBlzeigten, zeigten auch eine starke Sensibilisiegegeniber
TRAIL. Die Zelllinie D14, welche nur eine schwachechregulation der Pro-Caspase-8
zeigte, wurde durch IFI8-auch nur schwach gegentber TRAIL sensibilisiert.

Bei dem Fas-Rezeptor und dem TRAIL-Rezeptor handsltsich um verschiedene
Rezeptoren, welche durch unterschiedliche Ligaraldiviert werden. Auch erfolgt die
Expression der Rezeptoren Uber verschiedene Signsdiuktionskaskaden. Trotz dieser
Unterschiede sensibilisierte IFBl-die Melanomzellen sowohl gegentiber TMZ und der

damit verbundenen Fas-Rezeptor-vermittelte Apoptate auch gegenuber TRAIL-
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vermittelter Apoptose. Daraus ergibt sich, dass sirsibilisierende Effekt von IFNI-
gegeniber TMZ nicht durch eine Verstarkung der Esgion des Fas-Rezeptors oder des
Fas-Liganden hervorgerufen wird. Dies konnte ebenfdurch Western-Blot Analysen
bestatigt werden, wonach die Expression des FasgR@z durch IFN3 nicht beeinflusst
wird. Die IFN{3 vermittelte Hochregulation der Pro-Caspase-8 sthdagegen das
essentielle Ereignis zu sein, was den sensibiisaen Effekt von IFN3 gegentber

Rezeptor-vermittelter Apoptose auslost.

4.2.13 Die verstarkte Expression der Pro-Caspase-8  durch Interferon- [ ist
essentiell fur die Reaktivierung der Fas-Rezeptor v ermittelten Apoptose in
p53-Wildtyp Melanomzellen

Die bisherigen Untersuchungen zur Sensibilisierungon  p53-wildtypischen
Melanomzelllinien durch eine Kombinationsbehandlaug IFNB und TMZ deuten auf
die IFN{3 vermittelte Heraufregulierung der Pro-Caspases3dals essentielle Ereignis
dieses Effekts hin. Um dies funktionell zu untermr wurde die p53-Wildtyp
Melanomzelllinie A375 mit einem Vektor, welcher eisiRNA-Sequenz gegen Caspase-8
enthalt, stabil transfiziert und mit A375 Zellenelashe mit einer Kontroll-siRNA (HRS-
Sequenz) transfiziert wurden, verglichen. Die Casgh SIRNA exprimierenden Zellen,
nicht aber die, welche die Kontroll-siRNA exprintem, besalien ein deutlich verringertes
Pro-Caspase-8 Niveau. Durch den ,knock-down* derspdae-8 zeigte eine
Vorbehandlung der Zellen mit IFRikeinen zusatzlichen Effekt mehr auf die Behandlung
mit TMZ. Die Expression der Kontroll-siRNA hattenigiegen keinen Einfluss auf den
sensibilisierende Effekt von IFR- gegeniber TMZ. Hierdurch konnte funktionell
nachgewiesen werden, dass die Hochregulation deiCBRspase-8 das entscheidende
Ereignis darstellt, welches fir die Sensibilisiggutler p53-Wildtyp Melanomzelllinien
gegeniber TMZ verantwortlich ist.Diese Untersuclamgeichnen sich durch ihre hohe
klinische Relevanz aus, da 80 % aller malignen Kiae p53-Wildtyp sind.
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4.2.14 Schematische Darstellung der Ergebnisse

Basierend auf den in dieser Arbeit gewonnenen Hrkessen lasst sich fur die

Sensibilisierung der p53 Melanomzelllinien gegemibB®1Z durch IFNf folgendes
Modell erstellen:

Pro-Caspase-8 f

o p53
/ \®

C -8 164
DSBs

WS oo Caspasers | A O ¢
eplikation Q@
Ov 000000 N e

Caspase-3 \@

Caspase-7
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o \

Apoptose 1

Abb. 4-1: Sensibilisierung von p53-Wildtyp Melanomellen gegeniiber Temozolomid durch Interferorf3

Die Zelltod vermittelnde Lasion, welche von TMZ umert wird, ist die Methylierung der DNA an derdrmn

O° des Guanins (8MeG) (1). Diese Lasion wird sehr effizient von dem Repaexiaym MGMT reparier(2).
Wird dieses durch 8BG depletiert, kommt es wahrend der DNA-Replikatidrer GMeG zur Induktion von
DSBs(3). Von diesen ausgehend kommt es zur Stabilisievongp53(4). p53 fungiert als Transkriptionsfaktor
und bewirkt die verstarkte Expression des Fas-Rerdproteins, welches sich in der Membran der Zelle
anreichert(5). Die Aktivierung des Fas-Rezeptors durch die Bigldes Fas-Liganden an der extrazellularen
Domaéne des Rezeptormolekils bewirkt die Rekrutigruon FADD was wiederum die Initiatorcaspase Pro-
Caspase-8 rekrutiert. Pro-Caspase-8 wird jedodeinMelanomzellen nur sehr schwach exprimiert. Hie

B Inkubation steigert die Expression der Pro-Casagg). Durch proteolytische Spaltung wird die Pro-
Caspase-8 in die aktive Caspase-8 uberfif)rDiese aktive Caspase-8 ist in der Lage die Effektspasen-3
und -7 zu spalten und somit zu aktivieré8). Durch die IFNB bedingte Steigerung der Pro-Caspase-8
Expression kommt es zu vermehrter Aktivierung défelorcaspasen-3 und -7 und damit zu einer [-N-
vermittelten Steigerung der TMZ-induzierten Apot(3).

144



Zusammenfassung

5 Zusammenfassung

Pankreaskarzinome und maligne Melanome weisen bwolee Resistenz gegeniber
Zytostatika und Bestrahlung in der Therapie auke Behandlung eines metastasierenden
Pankreaskarzinoms besteht aus einer Kombination5aels, CDDP und IR. Fur die
Behandlung des malignen Melanoms ist das methylilreAgenz DTIC das Mittel erster
Wahl. Das ebenfalls methylierende Agenz TMZ, wefchedoch in Deutschland noch
nicht fir die Behandlung von malignen Melanomenetasgsen ist, erlangt immer gro3ere
Bedeutung. Die Ansprechrate der Tumore kann duromidnation mit IFNs erhdht
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde an Parddaezinom- bzw. Melanomzelllinien
untersucht, ob IFNs einen radio- bzw. chemosensi#iénder Effekt ausiiben und, wenn
ja, welcher Mechanismus hierfur verantwortlich ist.

Es wurden zehn Pankreaskarzinom-Zelllinien (Panc&u3686, Capan-1, Capan-2,
Bxpc-3, PA-TU 8988T, Aspc-1, HS 766T, Mia-PaCa-2 URA-TU 8902) untersucht.
Diese zeigten eine hohe Variabilitat in ihrer insischen Radiosensitivitat sowie in ihrer
Sensitivitat gegenuber IFN-und IFNf. IFN-3 erwies sich als toxischer im Vergleich zu
IFN-a. Die radiosensibilisierende Wirkung der IFNs aml®aaskarzinom-Zelllinien war
moderat, wobei IFN3 im Vergleich zu IFNa effektiver war. Ein Zusammenhang
zwischen dem IFN-Rezeptor Status und dem zytotbeiscoder radiosensibilisierenden
Effekt der IFNs konnte nicht beobachtet werden. ladrosensibilisierende Effekt ging mit
einer deutlichen Erhohung dera-Komponente, einer fur Uberlebenskurven
charakteristische zellspezifische Konstante, einimet kam durch eine IFH-vermittelte
Verstarkung der IR-induzierten Apoptoserate zustamies wurde sowohl durch SubG1
als auch durch Annexin V /Pl Messungen gezeighekiEinfluss von IFNg auf den
Zellzyklus und die DSB-Reparatur konnte durch fiorketlle Untersuchungen sowie durch
PCR bzw. Western-Blot-Analysen als Grund fur denns#mslisierdenen Effekt
ausgeschlossen werden. Ein sensibilisierender Effedn IFN{3 auf die durch
TMZ-induzierte Zytotoxizitat war fir die Pankreaskiaom-Zelllinien weder in MGMT-
profizientem noch —depletiertem Zustand zu beolgacht

Zur Untersuchung der sensibilisierenden Eigensehafton IFNs gegenuber TMZ in
malignen Melanomzelllinien wurden p53-Wildtyp (DOBd A375) und mutierte Zelllinien
(D14 und RPMI 7951) untersucht. Gegenuber allemigdZ-Behandlung reagierten die
untersuchten p53-Wildtyp Melanomzelllinien, im Gegatz zu Gliomzellen oder humanen

Lymphozyten, nicht sensitiver auf eine BehandlungTWZ als p53-mutierte Zelllinien.
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Der Nachweis des Spaltprodukts der Caspase-9tbeddmen Hinweis darauf, dass in den
Melanomzelllinien unabhéngig vom p53-Status nadeiragjer TMZ-Behandlung der
mitochondriale Apoptoseweg aktiviert wird. DurcmeiVorbehandlung der Zellen mit
IFN-a oder IFNf konnte die TMZ-induzierte Apoptoserate in maligridalanomzellen
deutlich gesteigert werden. In p53-Wildtyp Melan@ften war der chemosensibilisierende
Effekt der IFNs besonders ausgepragt. [FNerwies sich hierbei als effektiver im
Vergleich zu IFNe, weshalb fir die folgenden Versuche IBNverwendet wurde. In
humanen Lymphozyten, welche als Beispiel fur niolalignen Zellen verwendet wurden,
hatte eine zusatzliche IFfl-Behandlung keine Auswirkungen auf die Sensitividat
Zellen gegentber TMZ. Durch stabile Transfektion delllinie DO5 mit MGMT konnte
das durch TMZ-induzierte Addukt °®leG als fiir den sensibilisieredenen Effekt
ausschlaggebende DNA-Schadigung charakterisiertiamerWestern-Blot-Analysen und
yH2AX-Immunfluoreszenz Untersuchungen konnten eii@mfluss von IFNB auf die
Prozessierung der Lasior’@eG sowie einen Einfluss von IFBl-auf die Induktion und
Reparatur von TMZ verursachten DSBs ausschlie3arctDExperimente mit einem Fas-
aktivierenden Antikérper und durch eine stabilerBfaktion der Zelllinien DO5 und A375
mit DN-FADD konnte gezeigt werden, dass p53-Wildiyielanomzellen nicht oder nur
eingeschrankt in der Lage sind, nach TMZ-Behandililbgr den Fas-Rezeptor Signalweg
Apoptose zu induzieren. Ausschlaggebend hierfir dg# geringe Pro-Caspase-8
Expression dieser Zelllinien. Eine IFNVorbehandlung bewirkte eine Reaktivierung des
Fas-Rezeptor Signalweges, was mit einer verstarldepression der Pro-Caspase-8
einherging. Durch Experimente mit Caspase-8 siRNdhnke diese IFNE induzierte
Verstarkung der Pro-Caspase-8 Expression als eaitisider Faktor fir den
sensibilisierenden Effekt ausgemacht werden. ZusteerMal konnte damit in dieser
Arbeit gezeigt werden, dass p53-Wildtyp Melanomeeldurch eine IFNB vermittelte
Hochregulation der Pro-Caspase-8 ihre Fahigkeiti@rierlangen, nach TMZ-Behandlung
Uber den Fas-Rezeptor Signalweg Apoptose auszulDsese Arbeiten weisen einen Weg,
auf welchem die hohe Resistenz von malignen Melaetien, welche zu 80 % das nicht
mutierte p53 Gen beherbergen, Uber eine fANduzierte Reaktivierung der Fas-Rezeptor

vermittelten Apoptosekaskade tiberwunden werden.kann
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7 Anhang

Anhang

7.1 Abkurzungsverzeichnis

A

Abb.
ABH2
ABH3
A.bidest
abs.
ACNU

ADP
AlF

Akt
Apaf-1
APE
APNG
APS
AP-
ATM
ATP
ATR

As

Bad
Bak
Bax
Bcl-2
Bcl-X, (Bcl2L1)
BCNU
BER
Bid

tBid

Bp

BPB
BRCA1/2
BrdU
BSA

C

ca.
c-Abl
CAD
CAK
CARD
Caspase
CCNU
CDK
CENU
Chk1
Chk2
CKI
CytC
DABCO
DAPI
dCTP
DISC
DMSO
DNA
DN-FADD

Adenin

Abbildung

“alkylation repair homolog 2”

“alkylation repair homolog 3”

aqua bidestillatgzweifach destiliertes Wasser)
absolut

1-(4-Amino-2-Methyl-5-Pyrimidinyl)Methyl-3-(Z=hlorethyl)-3-

Nitrosoharnstoff (Nimustin)

Adenosin-5'-Diphosphat

“apoptosis-inducing factor”

“v-akt murine thymoma viral oncogene homdlog
“apoptotic protease-activating factor 1”
AP-Endonuklease

Alkylpurin-DNA N-Glycosylase
Ammoniumpersulfat

apyrimidine Stelle

“ataxia-telangiectasia mutated”

Adenosin-5'-Triphosphat

“ATM- und Rad3-related”

Aminosaure(n)

“Bcl2-antagonist of cell death”
“Bcl2-antagonist/killer”

“Bcl-2 associated protein X"

“B cell ymphoma 2 / B cell leukemia 2”

“Bcl2-like 1"

1-(2-Chlorethyl)k-Nitrosoharnstoff (Carmustin)
“base excision repair’ (Basenexzisionsrapay

“BH3 interacting domain death agonist”

“truncated Bid”

Basenpaar(e)

Bromphenolblau

“breast cancer 1/2, early onset”

5-Bromo-2'-Desoxyuridin
Rinderserumalbumin

Cytosin

circa

“v-abl Abelson murine leukemia viral on@te homolog”

.caspase-activated DNase"

“CDC2 activating kinase”

,caspase recruitment domain”
.Cysteine-aspartic acid proteases*”

Lomustin

Cyclin-abhangige Proteinkinase

N-chloroethyIN-nitrosourea lJ-ChlorethylN-Nitrosoharnstoff)
Checkpoint Kinase 1

Checkpoint Kinase 2

Inhibitor der Cyclin-abhangigen Proteinkieas
Cytochrom C

1,4-diazabicyclo[2.2.2]octane

4',6-Diamidino-2-phenylindol
Desoxycytidin-5'-Triphosphat
“death-inducing signaling complex*
Dimethylsulfoxid

Desoxyribonukleinsaure

dominant negative-“Fas-associated deatinain”
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DNA-PK
dNTP
DSB(s)
DTIC
DTT
ECL

E. coli
EDTA
EGF-R
EMSA
ERCC1

Erk2
ESB
f
FACS
FADD
FasL
Fas-R
Fenl
FCS
FITC
FM

g
G

GAPDH
GDP
GTP
Gy

h

HAP
HEPES
HR
HRP
H2AX
yH2AX
IAP

ICso
IFN-a
IFN-B
IFN-y
IFNAR2
IFN-R
19G

IL-2

IR

IRF
ISGF
ISRE

J

JAK

k

K

kBp
kDa
Konz.
Ku70 (XRCCB6)
Ku80 (XRCC5)
L

LMDS

Anhang

DNA-Proteinkinase
Desoxynukleosidtriphosphate
DNA-Doppelstrangbru(i)ch(e)
Dimethyl-trizeno-imidazol-Carboxamid (Dabazin)
Dithiothreitol

“enhanced chemoluminiscence”

Escherichia coli

Ethylendiamintetraessigsaure

“epidermal growth factor-receptor”
“electrophoretic mobility shift assay” (Gefardationsexperiment)
“excision repair cross-complementing radepair deficiency,
complementation group 1”

“extracellular signal receptor regulatéddise 2”
DNA-Einzelstrangbruch

femto

“fluorescence activated cell sorter”
“Fas-associated death domain”

Fas-(CD95-) Lignad

Fas-(CD95-) Rezeptor

“flap structure-specific endonuclease 1”

Jfetal calve serum* (Fétales Kalberserum)
Fluorescein

Diethyl (1-{[(2-chloroethyl)(nitroso)carbambgmino}ethyl)
phosphonate (Fotemustin)

Gramm

Guanin
Glyceraldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase
Guanosin-5'-Diphosphat
Guanosin-5"-Triphosphat

Gray

Stunde(n) oder human

humane apurine/apyrimidine Endonuklease
N-2-Hydroxyethylpiperazin-N-2-Ethansub&nore
homologe Rekombination

“horseradish peroxidase” (Meeretich Perasé)
“H2A histone family, member X"

gamma H2AX

“inhibitor of apoptosis proteins*

mittlere inhibitorische Konzentration
Interferonea
Interferonf

Interferony

Untereinheit des Interferon-Rezeptors 2
Interferon-Rezeptor

Immunoglobulin G

Interleukin-2

lonisierende Strahlung

.Interferon regulatory factor”

Interferon stimulierter Transkriptionsfakto
.Interferon signaling response element"

Joule

Janus-Kinase

kilo

Kontrolle

Kilobasenpaar(e)

Kilodalton

Konzentration

“X-ray repair complementing defeetirepair in Chinese hamster cells 6
“X-ray repair complementing defeetirepair in Chinese hamster cells 5”
Liter

“locally-multiply-damaged-site”
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LMP-Agarose
mA
mAb
Mcl-1
ml
MID
min

ul

m

M
Mdm2
MGMT
MLH1
MMR
MMS
MNNG
MOMP
MPG
Mrell
MSH2
MSH6
MTIC
mMRNA
n
Nbs1
NER
NHEJ
Noxa
O°BG
O°CIEtG
0O°MeG
O*MeT
PAA
pAb
PAGE
PARP-1
PBS
PCNA
PCz
Pl
PI3K
PMS2
PMSF
PNK
Pol
PTIC
Puma
gRT-PCR
Rad50
Rad51
Rad52
Raf
Ras
Rb-Protein
RNA
RNase
RPA
RT
Ser
SCE
SCGE
SDS
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“low melting point Agarose” (Agarosst niederem Schmelzpunkt)
Miliamper
monoklonaler Antikérper
“myeloid cell leukemia sequence 1 (Bcl2ated)”
Mililiter
mittlere Inaktivierungsdosis
Minute(n)
Mikroliter
milli
molar
Jransformed 3T3 cell double minute 2, g#ding protein”
OP-Methylguanin-DNA-Methyltransferase
“mutL homolog 1”
Mismatch-Reparatur
Methylmethansulfonat
N-Methyl-N'-Nitro-N-Nitrosoguanidin
“mitochondrial outer membrane permeabileat
N-Methylpurin-DNA-Glycosydase
“meiotic recombination 11 homolog”
»,mutS homolog 2“
»-mutS homolog 6*
5-(3-Methyltriazen-1-yl)Imidazol-4-Carboxaan
.messenger RNA*
nano
.Nijmegen breakage syndrome 1“
Lnucleotide excision repair* (Nukleotidesmnsreparatur)
»-nhonhomologous end-joining"“
Latein fiir Schaden (Bcl2-related)
d-Benzylguanin
J-Chlorethylguanin
O-Methylguanin
-Methylthymidin
Polyacrylamid (38%) / Bispolyacrylamid (2%)
polyklonaler Antikérper
Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1
Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
“proliferating cell nuclear antigen”
N-Isopropyl-4- (2-methylhydrazin omethyl)aamid (Procarbazin)
Propidium Jodid
Phosphatidylinositol 3-Kinasen
“postmeiotic segregation increased 2"
Phenylmethylsulfonylfluorid
T4-Polynukleotid-Kinase
DNA-Polymerase
N-Isopropyl-4- (2-methylhydrazin omethyljtzamid (Procarbazin)
“p53 up-regulated modulator of apoptosis”
Quantitative Reverse Transkriptase-PolgaeeKettenreaktion
“DNA repair protein Rad50 homolog”
“DNA repair protein Rad51 homolog”
“DNA repair protein Rad52 homolog”
“rapidly growing fibrosarcoma” or “rat fibsarcoma”
“rat sarcoma”
“retinoblastoma protein”
Ribonukleinséure
Ribonuklease
“replication protein A, 32 kDa”
Raumtemperatur
Serin
Schwesterchromatidenaustausch
Einzelzellgelelektrophorese
Natriumdodecylsulfat
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sec
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SiRNA
Smac/DIABLO
STAT

Survivin (BIRC5)
T

TCA

Tab.

Taq

TBE

TE

TEMED

Thr

T™MZ

TNF
TRAIL
Tris
Tyk

U
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Upm
uv

\%

Vol
XAF1
XIAP
XPF (ERCC4)

XRCC1
z.B.

°C
5'dRP
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SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese
Sekunde(n)

Uberlebensfraktion bei 2 Gy

“small interfering RNA”

“second mitochondria-derived activadb caspase”
“signal transducer and activator of traisewn”
“baculoviral IAP repeat-contaiig 5”

Thymin

Trichloressigsaure

Tabelle

Thermus aquaticus

Tris-Borat-EDTA-Puffer

Tris-EDTA-Puffer
N,N,N‘,N‘-Tetramethylethylendiamin

Threonin
4-methyl-5-0x0-2,3,4,6,8-pentazabicyclo [@]Jnona-2,7,9-triene-9-
carboxamide (Temozolomid)

“tumor necrosis factor”
“TNF-related apoptosis-inducing ligand egtor”
Tris - (Hydroxymethyl)-Aminoethan
Tyrosin-Kinase

Units (Einheiten)

unter anderem

Umdrehungen pro Minute

Ultraviolette Strahlung
Volt
Volumen

“XIAP-associated factor 1”
“X-linked |IAP”

“excision repair cross-complementiogent repair deficiency,
complementation group 4”

“X-ray repair complementing defective rigf@a Chinese hamster cells 1”
zum Beispiel

Grad Celcius

5’-Deoxyribose-5-Phosphat
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Behandlung

Zytotoxizitat nach Kombinationsbehandlung mit Tewlomid und Interferorx oder § in
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Interferonf
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