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1 Einleitung

1. Einleitung

1.1 TRAIL
TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand) ist ein Todesligand, der Apoptose

selektiv in Tumorzellen induziert, normale, gesunde Zellen jedoch unbeschadet lasst
(Ashkenazi et al, 1999; Walczak et al, 1999). Aufgrund seiner Sequenz-Homologie zu
anderen Todesliganden wurde TRAIL in den Jahren 1995 und 1996 von zwei
Arbeitsgruppen unabhangig voneinander identifiziert (Pitti et al, 1996; Wiley et al,
1995). TRAIL wird insbesondere von Zellen des Immunsystems als Typ-lIl
Transmembranprotein  exprimiert. Durch Proteolyse kann TRAIL von der
Zellmembran gespalten werden und wird so in seine I6sliche Form tUberfuhrt (Tecchio
et al, 2004). Die physiologische Funktion von TRAIL ist umstritten und bisher nicht
vollstandig geklart. Neben Aufgaben in der Immunregulation von T-Zellen (Anel et al,
2007), der Unterdrickung von Autoimmunitat (Cretney et al, 2005) und der Abwehr
von Virus-Infektionen (Katsikis et al, 1997; Miura et al, 2001; Strater et al, 2002) wird
TRAIL vor allem eine Rolle in der Tumorsupression zugeschrieben. So zeigten
Sedger et al, dass TRAIL-defiziente Mause schneller TRAIL-sensitive Tumoren
entwickeln (Sedger et al, 2002). Weiter konnte gezeigt werden, dass IFNy-
Stimulation die TRAIL-Expression von natirlichen Killerzellen steigert und zu einem
anti-metastatischen Effekt fuhrt (Smyth et al, 2001; Takeda et al, 2002). Diese
Erkenntnisse, dass TRAIL als ein endogenes Anti-Tumorprotein zu wirken scheint,
weckten die Erwartung, TRAIL exogen zu applizieren und so als spezifisches

Krebstherapeutikum nutzen zu kénnen.

1.2 TRAIL-Rezeptoren und TRAIL-induzierte Signalwege

TRAIL bindet an vier membranstandige Rezeptoren (siehe Ubersicht TRAIL-

Rezeptoren).



2 Einleitung

Todesrezeptoren  Decoy-Rezeptoren

| |
[ | 1

— N (32 ] o
o o o o
— = =l =l
R s R s
[ o — [ ol [
|
Zellmembran
(] (]
o o

Ubersicht TRAIL-Rezeptoren

TRAIL bindet an vier TRAIL-Rezeptoren. Die beiden Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 sind
in der Lage Uber ihre intrazellulare Todesdoméane (DD = Death Domain) Apoptose zu induzieren. Die
beiden Decoy-Rezeptoren TRAIL-R3 und TRAIL-R4 haben keine bzw. eine trunkierte intrazellulare
Domaéne und inhibieren die TRAIL-induzierte Apoptose.

1997 wurde der erste TRAIL-Rezeptor, TRAIL-R1 (DR4), identifiziert (Pan et al,
1997a). Kurz darauf wurde ein weiterer TRAIL-Rezeptor, TRAIL-R2 (DRS5, Trick-2),
beschrieben (Pan et al, 1997b; Screaton et al, 1997; Sheridan et al, 1997; Walczak
et al, 1997). Beide Rezeptoren sind auf Proteinebene zu 58% homolog (Walczak et
al, 1997) und besitzen eine intrazellulare Todesdomane, tber welche sie Apoptose
induzieren konnen. Hierzu ist zundchst die Trimerisierung des Liganden TRAIL
notwendig. Dieser bindet an TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 und fiihrt auf diese Weise zu
einer Trimerisierung der Rezeptoren (Hymowitz et al, 1999; Mongkolsapaya et al,
1999). Dies fuhrt zur Bildung des sogenannten Death-Inducing Signalling Complex
(DISC). Im DISC bindet das Adapterprotein FADD mit seiner Todesdomane an die
Todesdomane des Todesrezeptors. FADD wiederum rekrutiert Caspase-8 oder
Caspase-10, welche durch proteolytische Spaltung aktiviert werden (Bodmer et al,
2000; Kischkel et al, 2001; Sprick et al, 2002; Sprick et al, 2000). Aktivierte Caspase-
8/-10 aktivieren zum einen direkt die Apoptose-auslésenden Effektorcaspasen, zum
anderen besteht Uber das Protein Bid eine Verbindung zum so genannten
mitochondrialen Signalweg. Hierbei transloziert Bid, nach Spaltung durch Caspase-8,
in die Mitochondrienmembran und initiiert so eine Freisetzung von Cytochrom c¢ (Luo

et al, 1998). Freigesetztes Cytochrom c bildet zusammen mit dem Adapterprotein
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Apaf-1 und Caspase-9 das sogenannte Apoptosom. Im Apoptosom wird Caspase-9
aktiviert. Caspase-9 wiederum aktiviert die Effektorcaspasen, die durch Aktivierung
von DNAsen, Inhibierung von DNA-Reparatur-Enzymen und Spaltung von zellularen
Strukturproteinen zum Zelltod fuhren (Rathmell & Thompson, 1999). Zellen werden
als Typ-I-Zellen bezeichnet, wenn die Menge an aktivierter Caspase-8 ausreicht, um
Effektorcaspasen direkt zu aktivieren. Als Typ-llI-Zellen werden Zellen bezeichnet,
deren Caspase-8-Aktivitat nicht ausreicht, um direkt Effektorcaspasen zu aktivieren.
Diese Typ-ll-Zellen induzieren indirekt Apoptose Uber den mitochondrialen Weg
durch die Spaltung von Bid (Scaffidi et al, 1998). Es konnte gezeigt werden, dass
Pankreaskarzinom-Zellen zu den Typ-ll-Zellen gehdren (Hinz et al, 2000).

Gehemmt werden kann die Aktivierung von Caspase-8 bzw. Caspase-10 durch das
cellular FLICE-like Inhibitory Protein (cFLIP) (Irmler et al, 1997). Dieses ist Caspase-
8-homolog, besitzt durch eine Mutation jedoch keine Apoptose-induzierende Aktivitat.
CFLIP bindet wie Caspase-8 an FADD und hemmt so kompetitiv die Bindung von
Caspase-8/-10 und somit die Bildung des funktionellen DISC.

Neben den beiden Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 bindet TRAIL an zwei
weitere membranstandige Rezeptoren: TRAIL-R3 und TRAIL-R4 (Degli-Esposti et al,
1997a; Degli-Esposti et al, 1997b; MacFarlane et al, 1997; Mongkolsapaya et al,
1998; Pan et al, 1997b; Pan et al, 1998). Die extrazellulare Doméane beider
Rezeptoren hat groRe Ahnlichkeit mit den Domanen von TRAIL-R1 und TRAIL-R2.
Im Gegensatz zu den beiden Todesrezeptoren besitzt TRAIL-R3 jedoch keine und
TRAIL-R4 lediglich eine trunkierte Todesdomé&ne (siehe Ubersicht TRAIL-
Rezeptoren). Infolgedessen kdnnen beide Rezeptoren keine Apoptose induzieren. Im
Gegenteil, es konnte gezeigt werden, dass diese sogenannten Decoy-Rezeptoren

auf drei verschiedenen Wegen TRAIL-induzierte Apoptose hemmen kdnnen:

1) TRAIL-R3 und -R4 hemmen die Todesrezeptoren kompetitiv durch die
Bindung von TRAIL. Beide werden auch als Decoy-Rezeptoren
bezeichnet (engl. Decoy = Lockvogel), da sie TRAIL abfangen und so
die Bindung an die Todesrezeptoren verhindern (Degli-Esposti et al,
1997b).
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2) TRAIL-R4 bildet Komplexe mit TRAIL-R2 und hemmt so die Apoptose-
induzierende Aktivitdt des TRAIL-R2 (Merino et al, 2006).

3) Es konnte gezeigt werden, dass TRAIL-R4 mit seiner trunkierten
intrazellularen Doméane zwar keine Apoptose induzieren kann, aber in
der Lage ist, den anti-apoptotischen Transkriptionsfaktor NF-xB zu
aktivieren und somit indirekt die TRAIL-vermittelte Apoptose zu

hemmen (Degli-Esposti et al, 1997a).

Mit Osteoprotegerin (OPG) existiert ein l6slicher TRAIL-Rezeptor, der prinzipiell auch
als Decoy-Rezeptor fungieren kann (Emery et al, 1998; Pritzker et al, 2004). Wegen
seiner geringen Affinitat zu TRAIL bei physiologischen Temperaturen bleibt seine
Rolle in TRAIL-induzierten Signalwegen jedoch unklar (Truneh et al, 2000). Eine
deutlich hohere Affinitait hat OPG zum Osteoprotegerin-Liganden (RANK-L).
Zusammen Ubernehmen beide als Osteoklastenhemmer eine wichtige Rolle im

Knochenstoffwechsel (Simonet et al, 1997).

Neben Apoptose induziert TRAIL auch nicht-apoptotische Signalwege, welche die
TRAIL-induzierte Apoptose hemmen kdnnen — unter anderem NF-kB. NF-kB ist ein
Transkriptionsfaktor, der eine wichtige Rolle in Immun-, Entzindungs- und
Zellwachstumsprozessen spielt. Es wurde gezeigt, dass TRAIL-R1 und TRAIL-R2
NF-xkB aktivieren (MacFarlane, 2003). NF-kB wiederum induziert die Expression
verschiedener anti-apoptotischer Proteine wie cFLIP, Bcl-x, IAPs und TRAIL-R3 und
hemmt somit Apoptose (Wajant, 2004). Vorangegangene Arbeiten unserer
Arbeitsgruppe zeigten, dass TRAIL NF-xB sowie weitere nicht-apoptotische
Signalwege wie PKC (Proteinkinase C) und MAPK (mitogen-activated protein
kinases) auch in Pankreaskarzinom-Zellen aktiviert (Siegmund et al, 2007; Trauzold
et al, 2001). Diese induzieren die Expression von pro-inflammatorischen und
Invasions-foérdernden Proteinen wie IL-6, IL-8 und uPA (Trauzold et al, 2006). Welche
dramatischen Auswirkungen dies haben kdnnte, wurde deutlich, da gezeigt werden
konnte, dass die Behandlung von Apoptose-resistenten PancTul-Zellen mit TRAIL zu
gesteigerter Invasivitat in vitro und Metastasierung in vivo fuhrt (Trauzold et al, 2006).
Zurzeit zeigen mehr und mehr Arbeiten, dass TRAIL nicht nur Apoptose in

Tumorzellen induziert, sondern auch eine entscheidende Rolle in Invasions-,
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Metastasierungs- und Proliferationsprozessen spielen kann (Ishimura et al, 2006;
Levina et al, 2008).

1.3 Klinischer Einsatz von TRAIL

Todesliganden wie TRAIL, TNFa und FAS-Ligand bieten hoffnungsvolle, potentielle
Therapieoptionen fir Krebserkrankungen, da sie Apoptose selektiv in Tumorzellen
induzieren konnen. Der systemische Einsatz von FAS-Ligand und TNFa fuhrt
allerdings zu lebensbedrohlichen Nebenwirkungen wie schwerer Leberschadigung
(FAS-Ligand) und septischen Krankheitsbildern (TNFa) (Feinberg et al, 1988;
Ogasawara et al, 1993). Rekombinantes TRAIL hingegen zeigte in praklinischen
Untersuchungen keine schwerwiegenden Nebenwirkungen (Ashkenazi et al, 1999;
Kelley et al, 2001). Die initiierte Phase-1 Studie zeigte, dass TRAIL ohne schwere
Nebenwirkungen appliziert werden kann (Herbst, 2006). Zurzeit wird rekombinantes
TRAIL in Phase-2 Studien in der Therapie des Non-Hodgkin-Lymphoms und des
nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinoms evaluiert (Ashkenazi & Herbst, 2008).

Neben TRAIL kénnen auch agonistische TRAIL-R-Antikdrper zur Krebstherapie
eingesetzt werden. Die agonistischen TRAIL-R-Antikbrper HGS-ETR1 und HGS-
ETR2 werden bereits klinisch evaluiert. HGS-ETR1 (Mapatumumab) aktiviert selektiv
TRAIL-R1. Die Evaluation von HGS-ETRL1 in Phase-1 Studien zeigte, dass dieser
ohne schwere Nebenwirkungen systemisch verabreicht werden kann und Apoptose
in vielen Tumor-Zellen induziert (Hotte et al, 2008). Zurzeit wird HGS-ETR1 in Phase-
2 Studien zur Monotherapie des Non-Hodgkin-Lymphoms, des nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinoms und des Kolonkarzinoms erprobt (Ashkenazi & Herbst, 2008;
Greco et al, 2008). Der agonistische TRAIL-R-Antikdrper HGS-ETR2 (Lexatumumab)
aktiviert selektiv TRAIL-R2. Dieser Antikdrper wurde bisher in einer Phase-1 Studie
evaluiert (Plummer et al, 2007). Zusatzlich wurden zahlreiche Studien initiiert, in
denen TRAIL oder TRAIL-R-Agonisten mit Chemotherapeutika kombiniert wurden
(Ashkenazi & Herbst, 2008).

1.4 Das Pankreaskarzinom

Das Pankreaskarzinom ist ein hochmaligner Tumor der Bauchspeicheldriise, welcher
weltweit mit einer Inzidenz von 10-20/100.000 vorkommt (Bruch et al, 2006).
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Histologisch ist das vom Driusenepithel ausgehende duktale Adenokarzinom mit 92%
die haufigste Form (Bocker et al., 2004). Aufgrund wenig charakteristischer
Symptome wird das Pankreaskarzinom oftmals erst in einem fortgeschrittenen
Stadium diagnostiziert. Zum Zeitpunkt der Diagnose ist bei zwei Drittel aller Patienten
bereits ein organuberschreitendes Wachstum oder eine Metastasierung
nachweisbar. So kommen fuir den kurativen Therapieansatz der Tumorresektion nur
20-30% der Patienten in Frage (Bruch et al, 2006). Insgesamt hat das
Pankreaskarzinom eine infauste Prognose. Die 5-Jahresiberlebensrate liegt bei nur
5% (Jemal et al, 2008). Neben der spaten Diagnosestellung sind hierfur vor allem ein
hohes metastatisches Potential und Resistenzen gegenuber Radio- und
Chemotherapie verantwortlich (Bardeesy & DePinho, 2002).

1.5 Fragestellung und Ziel der Arbeit

In den letzten Jahren konnten durch neue adjuvante Therapiemodelle mit Radio-,
Chemo- wund Immuntherapie die Mortalitat und Morbiditdt von vielen
Krebserkrankungen gesenkt werden. Das Pankreaskarzinom jedoch hat auch heute
trotz immenser Bemihungen eine sehr schlechte Prognose. Mit der Entdeckung von
TRAIL und der Entwicklung von TRAIL-R-Agonisten stehen hoffnungsvolle neue
Therapieoptionen zur Verfigung, von denen insbesondere auch Pankreaskarzinom-
Patienten profitieren kénnten.

Wie beschrieben, startet TRAIL in Tumorzellen jedoch nicht nur ein
Selbstzerstérungsprogramm, sondern kann auch zu dramatischen, unerwinschten
Effekten wie Metastasierung und Tumorprogression flihren. Dies zeigt zum einen die
Komplexitat der durch TRAIL induzierten Signalwege, zum anderen macht es aber
auch deutlich, dass ein detailliertes Verstandnis dieser Signalwege fur einen sicheren
therapeutischen Einsatz von TRAIL notwendig ist. Zur Komplexitat der TRAIL-
Thematik tragt insbesondere der Umstand bei, dass TRAIL nicht an einen Rezeptor
bindet, sondern an vier, davon an zwei Todesrezeptoren, TRAIL-R1 und TRAIL-R2,
die Apoptose induzieren kdénnen. Beide Rezeptoren sind auf der Proteinebene zu
58% identisch und bisher konnten keine eindeutigen funktionellen Unterschiede
beschrieben werden. Die vorliegende Arbeit soll einen Beitrag zum besseren

Verstandnis der TRAIL-induzierten Signalwege leisten, indem die mdglichen
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unterschiedlichen Funktionen der beiden Todesrezeptoren, TRAIL-R1 und TRAIL-R2,
in Pankreaskarzinom-Zellen untersucht werden.

Zu Beginn der Arbeit soll zunachst die Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 in
Pankreaskarzinom-Zellen analysiert werden. Weiter soll mit Hilfe von inhibitorischen
Rezeptor-spezifischen Reagenzien sowie Rezeptor-Agonisten geklart werden, tber
welchen TRAIL-R die apoptotische und nicht-apoptotische Antwort vermittelt wird.
Abschliel3end sollen Uber Immunprazipitationsexperimente mdogliche neue TRAIL-R

interagierende Proteine identifiziert werden.
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2. Methoden

2.1 Zelllinien

Bei den untersuchten  Zelllinien handelt es sich um  humane
Pankreasadenokarzinom-Zellen. Folgende Zelllinien wurden untersucht: Colo357,
Panc89, PancTul und BxPC3.

2.2 Zellkultur
Die Zellen wurden in 25cm?2, 75cm2 oder 175cm? Zellkulturflaschen (Sarstedt,
NuUmbrecht) mit Kulturmedium versetzt im Brutschrank bei 5% CO, und 100%
Luftfeuchtigkeit bei 37°C kultiviert. Das verwendete Kulturmedium bestand aus RPMI
1640 versetzt mit 10% FCS, 2mM Glutamat und 1mM Natrium-Pyruvat. Alle Zelllinien

wuchsen einschichtig adharent.

Tabelle 1: Bezugsquellen Zellkulturmedien und Zuséatze

Kulturmedium und Zusétze Hersteller
RPMI 1640 Kulturmedium Invitrogen, Karslruhe
FCS (fetales Kalberserum) Pan Biotech, Aidenbach
Glutamat Invitrogen, Karlsruhe
Natrium-Pyruvat Invitrogen, Karlsruhe
Trypsin Invitrogen, Karslruhe
Accutase PAA, Colbe

Bei einer Zelldichte von 80-90% wurden die Zellen geteilt. Daflir wurde das
Kulturmedium abgenommen und die Zellen mit PBS gewaschen. Nach Zugabe von
Trypsin wurden die Zellen bis zum vollstdndigen Ablésen im Brutschrank bei 37°C
inkubiert. AnschlieRend wurde das Trypsin durch Zugabe &aquivalenter Mengen
Kulturmedium inaktiviert. Die Zellen wurden abzentrifugiert (4 Minuten, 1400rpm,
18°C), der Uberstand abgenommen, die Zellen in frischem Kulturmedium
resuspendiert und fir entsprechende Experimente ausgesét oder neu kultiviert. Die

Zellzahlbestimmung erfolgte mittels Zellzahlmessgerat Casy TT (Innovatis, Bielefeld)
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nach Angaben des Herstellers. In Stimulationsexperimenten wurden Zellen mit
folgenden Reagenzien behandelt:

Tabelle 2: Bezugsquellen Stimulantien und Inhibitoren

Stimulatien / Inhibitoren Hersteller
rhTRAIL R&D Systems, Wiesbaden
HGS-ETR1 (Mapatumumab) Human Genome Sience, USA
HGS-ETR2 (Lexatumumab) Human Genome Sience, USA
UO126 (MEK-Inhibitor) Promega, Mannheim
G06983 (PKC-Inhibitor) Calbiochem, Darmstadt

2.3 Gesamtproteinextraktion aus Zellen

Die Gesamtproteinextraktion erfolgte mittels RIPA-Puffer. Hierzu wurde der
Uberstand der Zellen abgenommen, die Zellen mit 4°C-kaltem PBS gewaschen, mit
RIPA-Puffer (4°C, 130ul pro 6-Well) versetzt und anschlieRend fir zehn Minuten auf
Eis inkubiert. Fur eine effizientere Lyse wurden die Zellen anschlieRend fir eine
Stunde bei -20°C eingefroren, auf Eis wieder aufgetaut, die Zellen manuell abgeldst
und fur 10 Sekunden sonifiziert. Nach Zentrifugation (15 Minuten, 14200rpm, 4°C)
wurde der Uberstand (Lysat) gesichert. Die Lysate wurden bei -20°C gelagert.

RIPA-Puffer:

Tris-Base (pH 7,4) 50mM
NacCl 150mM
NP40 1%
Na-Desoxycholat 1%
SDS 0,1%

Complete Protease-Inhibitor Cocktail pro 50ml Puffer
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor pro 10ml Puffer

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von RIPA-Lysaten wurde der Pierce BCA
Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific, USA) nach Angaben des Herstellers

verwendet.
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2.4 \Western-Blot

Der Nachweis von Proteinen im Gesamtzelllysat erfolgte aus RIPA-Lysaten.

2.4.1 Gelelektrophorese

Mittels Gelelektrophorese wurden die Proteine nach ihrem Molekulargewicht
aufgetrennt. Verwendung fanden hierflr 4-20% Tris-Glycin-Gel 1mm x 10/12 Well
(Invitrogen, Karlsruhe). Nach Bestimmung der Proteinkonzentrationen der zu
untersuchenden Proben wurde innerhalb eines Gels fur alle Proben die gleiche
Menge Protein eingesetzt. Gegebenenfalls abweichendes Volumen wurde mit RIPA-
Puffer ausgeglichen. Jede Probe wurde mit einfach Lammli-Puffer versetzt, fur fanf
Minuten zur Denaturierung im Heizblock auf 95°C erhitzt, kurz zentrifugiert und auf
das Gel aufgetragen. Die Auftrennung der Proteine erfolgte bei 125V mittels
Laufpuffer in einer Novex Mini Cell Gelkammer (Invitrogen, Karlsruhe). Auf jedem Gel
lief neben den aufgetragenen Proben ein Marker (Rainbow-Marker, GE-Healthcare,
Munchen) zur Molekulargewichtsbestimmung der nachgewiesenen Proteine mit.

Lammli-Puffer 4fach (pH 6,8)

Tris-HCI 2M 1,25ml
SDS 10% 8ml

DTT 308,5mg
Glycerin 2,02ml

Bromphenolblau  2mg

Lauf-Puffer 10fach (pH 8.,3)

Tris-Base 302,99
Glycin 1440,9¢9
SDS 10% 1l
Aquadest ad 10l

2.4.2 Membrantransfer

Der Membrantransfer erfolgte in einer mit Blotting-Puffer gefillten Mini Trans Blot

Cell Blottingkammer (Bio-Rad, Munchen). Der Blottingkammer-Einsatz wurde wie
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folgt bestickt: zwischen zwei Whatman 3MM Blotting-Papiere (GE-Heathcare,
Munchen) wurde auf das Gel eine Immobilon-P PVDF Membran (Millipore,
Schwalbach) platziert, die zuvor funf Minuten in Methanol 100% aktiviert und
anschlieBend in destilliertem Wasser gewaschen wurde. Der Blottingkammereinsatz
wurde so geschichtet und in die Blottingkammer eingesetzt, dass das Gel zur Anode
und die Membran zur Katode gerichtet waren. Der Proteintransfer erfolgte fir 90
Minuten bei 400mA.

Blottingpuffer 10fach:

Glycin 14269
Tris-Base 1211,49g
Methanol 20%
Aquadest ad 10l

2.4.3 Blockierung und Immunodetektion

Nach dem Transfer wurde die Membran fir eine Stunde in 5%iger Magermilch

schittelnd bei Raumtemperatur blockiert.

Anschlieend wurde die Membran Uber Nacht bei 4°C in 0,5%iger Magermilch mit
dem primaren Antikdrper in der vom Hersteller vorgegeben Konzentration inkubiert.
Nach der Antikorperinkubation wurde die Membran dreimal fur jeweils zehn Minuten
mit T-BST bei Raumtemperatur schittelnd gewaschen. Es folgte die einstindige
Inkubation bei Raumtemperatur mit dem gegen den Primarantikbrper gerichteten
HRP-konjugierten Sekundarantikérper in 0,5%iger Milch in der vom Hersteller
angegebenen Konzentration. Anschlieend wurde die Membran nach oben
beschriebenem Schema gewaschen. Als Substrat wurden ECL Western Blotting
Detection Reagents (GE Healthcare, Minchen) verwendet, mit dem die Membran flr
eine Minute bei Raumtemperatur inkubiert wurde. In der Dunkelkammer wurde
anschlieBend ein ECL-Chemiluminiszenz-Hyperfilm (GE Healthcare, Munchen) mit
der Membran belichtet und mittels Curix 60-Filmentwickler (AGFA, Gera) entwickelt.
Die jeweilige Dauer der Exposition des Rontgenfilmes war abhangig von der

Signalstarke des nachgewiesenen Proteins.
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T-BST 10fach (pH 7.,6)

Tris-Base
NaCl

Aquadest
Tween 20

2429
800g
ad 10l
1%

Tabelle 3: Bezugsquellen Primér-Antikbrper Western-Blot

Antikorper Wirt Hersteller
Anti-B-Aktin Maus Sigma-Aldrich, Munchen
Anti-TRAIL-R1 Kaninchen Chemicon, Schwalbach
Anti-TRAIL-R2 Kaninchen Cell Signaling, Frankfurt a. M.
Anti-TRAIL-R3 Kaninchen Chemicon, Schwalbach
Anti-TRAIL-R4 Kaninchen Chemicon, Schwalbach
Anti-TRAIL Maus Alexis Biochemicals, Lorrach
Osteoprotegerin Maus Alexis Biochemicals, Lérrach
Anti-Caspase-8 Maus Cell Signaling, Frankfurt a. M.
Anti-Caspase-10 Kaninchen Cell Signaling, Frankfurt a. M.
Anti-cFLIP Kaninchen R&D Systems, Wiesbaden
Anti-Histon-H3 Kaninchen Cell Signaling, Frankfurt a. M.
Anti-aTubulin Kaninchen Epitomics, Hamburg

Tabelle 4: Bezugsquellen Sekundéar-Antikérper Western-Blot

(HRP-gekoppelt)

Antikorper Wirt Hersteller
Anti-Kaninchen IgG Ziege Cell Signaling, Frankfurt a. M.
(HRP-gekoppelt)

Anti-Maus IgG Ziege Cell Signaling, Frankfurt a. M.

2.5 Oberflachen-Rezeptoren-Analyse

Der Nachweis von TRAIL-Rezeptoren auf der Oberflache von Pankreaskarzinom-

Zellen oder Jurkat-Zellen erfolgte mittels Durchflusszytometrie (FACS).

2,8x10° adharent wachsende Pankreaskarzinom-Zellen wurden pro 6-Well ausgesat,

nach 24 Stunden mit PBS gewaschen, in 2ml Accutase abgelost und durch

behutsames Resuspendieren vereinzelt. Nach Zentrifugation (5min, 1420rpm, 18°C)
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wurden die Zellen mit PBS 0,05% Natriumazid gewaschen. Jurkat-Zellen wurden
abzentrifugiert und gleichfalls mit PBS 0,05% Natriumazid gewaschen. Fir den
Rezeptor-Nachweis wurden jeweils 4x10° der Zellen mit dem primaren Antikorper
(eingesetzte Konzentration 1:100) in 100ul PBS 1% BSA fur 1 Stunde bei 4°C
lichtgeschutzt inkubiert. Anschlie3end wurde die Probe dreimal mit 1ml PBS 0,05%
Natriumazid gewaschen. Es folgte die Inkubation der Zellen mit dem Biotin-
gekoppelten Anti-Maus-Antikdrper (eingesetzte Konzentration 1:50) in 100ul PBS 1%
BSA fir eine Stunde lichtgeschuitzt bei 4°C. Nach erneutem dreimaligem Waschen
wurde das Pallet in 50ul PBS 0,05% BSA mit 20ul Streptavidin-PE (BD Biosiences,
Heidelberg) inkubiert. Es folgte erneut dreimaliges Waschen. Das Pallet wurde
anschlieBend in 300ul PBS 1% Paraformaldehyd geldst. Bis zur Messung wurde die
Probe in Dunkelheit bei 4°C aufbewahrt. Als Kontrolle wurde eine Maus-1gG1-Isotyp-
Kontrolle (Dako, Hamburg) mitgefiihrt. Die Durchflusszytometrie wurde mittels
FACScan (BD Biosciences, Heidelberg) durchgefuhrt und mittels Cell Quest Software
(BD Biosciences, Heidelberg) ausgewertet. Fir jede Probe wurden 10.000 Zellen

analysiert.

Tabelle 5: Bezugsquellen FACS-Antikorper

Antikérper Wirt Hersteller
Anti-TRAIL-R1 (HS101) Maus Alexis Biochemicals, Lérrach
Anti-TRAIL-R2 (HS201) Maus Alexis Biochemicals, Lérrach
Anti-TRAIL-R3 (HS301) Maus Alexis Biochemicals, Lérrach
Anti-TRAIL-R4 (HS401) Maus Alexis Biochemicals, Lérrach
Anti-Maus (Biotin-gekoppelt) Ziege Sigma-Aldrich, Mlinchen

2.6 siRNA Transfektionen
Mittels siRNA-Experimenten wurde die Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2

inhibiert. sSIRNA-Reagenzien wurden von Dharmacon (Thermo Scientific, Schwerte)
bezogen. Jeweils 2,8x10° Zellen wurden mit einer Endkonzentration von 75nM
siRNA mittels Lipofektion fur 40 Stunden transfiziert. Fur die Transfektion wurde
siPort NeoFX (Ambion, Applied Biosystems, Darmstadt) nach Angaben des
Herstellers verwendet. Als Kontrolle wurde jeweils parallel mit nicht zielgerichteter

Kontroll-siRNA transfiziert.
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2.7 Kiristallviolett-Assay

Die Vitalitdtsbestimmung der Pankreaskarzinom-Zellen erfolgte mittels Kristallviolett-
Assay. Zunachst wurden 1x10* Zellen pro Well auf einer 96-Lochplatte ausgesét.
Nach 24 Stunden wurden die Zellen je nach Experiment (wie unten beschrieben)
behandelt oder stimuliert. Hierzu wurden die Zellen jeweils mit neuem Zellkultur-
Medium versetzt. Nach 16 Stunden erfolgte die Kristallviolett-Farbung. Hierzu wurde
zunachst der Zelliberstand abgenommen und fur die IL-8 Bestimmung mittels ELISA
gesichert. Pro 96-Well wurden die Zellen mit 50pl Kristallviolettlosung versetzt und
fur 30 Minuten bei Raumtemperatur schittelnd inkubiert. AnschlieBend wurde die
Kristallviolettlosung entfernt, die Zellen funfmal mit je 200ul destilliertem Wasser pro
96-Well gewaschen und Uber Nacht bei 37°C getrocknet. Am nachsten Morgen
wurden 200ul Methanol in jedes Well gegeben und bis zur vollstdndigen Losung des
Kristallviolett-Farbstoffes schittelnd bei Raumtemperatur inkubiert. AnschlieRend
erfolgte die photometrische Messung bei 590nm. Die gemessene Exstinktion der
vitalen Kontrollzellen, die das Kristallviolett aufgenommen haben, wurde gleich 100%
Vitalitéat gesetzt. Die Vitalitat von behandelten Zellen wurde prozentual in Relation zu

den Kontrollzellen berechnet.

Kristallviolettldsung:

Kristallviolett 0,5%
Methanol 20%
Aquadest 80%

2.8 Propidium lodid Farbung

Die Vitalitatsbestimmung fur nicht-adharent wachsende Jurkat-Zellen erfolgte mittels
Propidium lodid Farbung und anschlielBender Durchflusszytometrie. Propidium lodid
Uberwindet die Zellmembran nicht-vitaler Zellen, nicht aber von vitalen Zellen. Auf
diese Weise kann der Anteil vitaler Zellen einer Zellpopulation bestimmt werden. Fur
die Vitalitatsbestimmungen wurden zunéchst 5x10° Zellen pro 12-Well in 1ml Medium
ausgesat und laut Experiment behandelt. Zum Zeitpunkt der Vitalitdtsbestimmung
wurde die Zellen in ein Eppendorf-Gefal3 Gberfuhrt, abzentrifugiert (1500 rpm, 18°C,

5min) und zweimal mit PBS 5mM EDTA gewaschen. Anschlie3end wurden die Zellen
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mit 200ul PBS 5mM EDTA mit 2pg/ml Propidium lodid versetzt. Anschliel3end wurde
die Anzahl der vitalen Zellen mittels FACScan (BD Biosciences, Heidelberg)

bestimmt.

2.9 Interleukin-8 ELISA

Die IL-8—Konzentration im Zelliberstand wurde mittels Sandwich-ELISA bestimmt.
Verwendet wurde der IL-8 DOU SET ELISA (R&D Systems, Wiesbaden) nach
Angaben des Herstellers. Die absolute IL-8-Konzentration wurde als Induktion zur

Kontrolle berechnet.

2.10 Kernproteinextraktion aus Zellen

Es wurden 2,8x10° Zellen pro 6-Well ausgesat und nach 24 Stunden entsprechend
des Experimentes stimuliert. Zur Kernproteinextraktion wurde das Medium
abgenommen und die Zellen zunachst mit 2ml PBS (4°C) gewaschen. Alle folgenden
Arbeitsschritte wurden auf Eis durchgefuhrt. Zur zytoplasmatischen Lyse wurden
500ul EMSA-I-Puffer in jedes 6-Well gegeben, die Zellen abgelést und in 1,5ml
Eppendorf-GefalRe tberfihrt. Diese wurden zentrifugiert (5 Minuten, 14200rpm, 4°C).
Der Uberstand wurde abgenommen und verworfen. Zur Lyse der Zellkerne wurde
das Pallet mit 20l EMSA-II-Puffer resuspendiert und schittelnd fir 15 Minuten auf
Eis inkubiert. AnschlieBend wurde die Probe erneut zentrifugiert (5 Minuten,
14200rpm, 4°C), der Uberstand als Kernproteinextrakt gesichert und bei -80°C bis
zum EMSA aufbewabhrt.

EMSA-I-Puffer (Zytosolextraktion):

Hepes 10mM
KClI  10mM
EDTA 0,2mM

DDT ImM
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EMSA-II-Puffer (Kernextraktion):

Hepes 20mM
NaCl 0,4M
EDTA 0,4mM
DTT 1mM

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration von EMSA-Lysaten wurde der DC

ProteinAssay (Bio-Rad, Minchen) nach Angaben des Herstellers verwendet.

2.11 Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA)

Fir den Nachweis der NF-kB-Aktivierung wurde das Gelshift™ NF-xB (Carcinoma)
Kid (Active Motif, USA) nach Angaben des Herstellers verwendet. Hierbei wurden die
Kernextrakte mit einem 32P-gelabeltem Oligonukleotid mit einer NF-kB-
Bindungsstelle fir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end wurden
die Proben elektrophoretisch in einem nativen 6% Polyacrylamid-Gel aufgetrennt. Mit
dem getrockneten Gel wurde ein ECL-Chemiluminiszenz-Hyperfilm (GE Healthcare,
Munchen) belichtet und mittels Curix 60-Filmentwickler (AGFA, Gera) entwickelt

2.12 Immunprazipitation

2.12.1 Gesamtproteinextraktion aus Zellen — Immunpréazipitations-Lysat

Die Zellen wurden am Vortag in einer T175-Zellkulturflasche ausgesat und nach 24
Stunden bei einer Konfluenz von 80-90% entsprechend dem Experiment stimuliert.
Zur Lyse wurde das Medium abgenommen, die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen
und mit 1,5ml IP-Lysispuffer pro T175-Zellkulturflasche lysiert, in 2ml Eppendorf-
Gefal Gberfuhrt und far 20 Minuten auf Eis inkubiert. Anschliel3end wurde das Lysat
zentrifugiert (5min, 5000rpm, 4°C und anschlieRend 30min, 14200rpm, 4°C) und der

Uberstand gesichert.
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IP-Lysis-Puffer:
Tris-Base 1M (pH 7,4) 3ml

NaCl 2M eml
Glycerin 10ml
Triton 1ml
Aquadest ad 100ml

Complete Protease-Inhibitor Cocktail pro 50ml Puffer
PhosSTOP Phosphatase Inhibitor pro 10ml Puffer

2.12.2 Immunprazipitation mit HGS-ETR1 und HGS-ETR2

Zur Prazipitation wurden jeweils 40ul Protein G Sepharose Beads 4 Fast Flow (GE
Heathcare, Munchen) in ein 2ml-Eppendorf-Gefa3 gegeben und nach kurzer
Zentrifugation das Ethanol, in dem die Protein G Sepharose vorliegt, abgenommen.
Vor der Immunprézipitation wurden jeweils 300ul Lysat pro lysierter T175-Flasche
abgenommen und gesichert. Das verbleibende Lysat einer lysierten Flasche wurde
jeweils in eines der vorbereiteten Eppendorf-GefaRe gegeben. Zu dem Lysat der
nicht-stimulierten und TRAIL-stimulierten Zellen wurden jeweils 10ug HGS-ETR1
oder 10pug HGS-ETR2 als Prazipitations-Antikorper dazugegeben. In den Lysaten der
mit HGS-ETR1 bzw. HGS-ETR2 stimulierten Zellen diente der Stimulationsantikdrper
als Prazipitationsantikorper. Fur den Nachweis unspezifischer Banden im
Proteinnachweis wurden Antikorperkontrollen mitgefiihrt. Hierzu wurden jeweils 10ug
HGS-ETR1 und 10pg HGS-ETR2 zu 1,5ml IP-Lysispuffer pipettiert und analog zu
den Lysat-Proben behandelt. Fur die Inkubation von Lysat, Antikérper und Protein G
Sepharose wurden die Eppendorf-Gefal3e Gber Nacht bei 4°C drehend invertiert.
Nach 24 Stunden wurden die Eppendorf-Gefal3e zentrifugiert (Imin, 5000rpm, 4°C)
und der Uberstand verworfen. AnschlieRend wurde die Protein G Sepharose fuinfmal
mit jeweils 1,5ml IP-Lysispuffer gewaschen. Nach den Waschvorgangen wurde die
Protein G Sepharose in 60ul IP-Lysispuffer und 40ul Lammli 4fach aufgenommen
und zwolf Minuten bei 80°C auf dem Heizblock erhitzt. Die Proben wurden erneut
zentrifugiert und der Uberstand abgenommen, gesichert und bis zum Nachweis
mittels Western-Blot-Technik bei -20°C aufbewahrt.
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2.13 Immunfluoreszenz

Fur den Nachweis der TRAIL-Rezeptor-Lokalisation wurde eine indirekte
Immunfluoreszenz durchgefuhrt.

Es wurden 2,8x10° Zellen pro 6-Well auf Deckgldschen ausgesat. Am nachsten
Morgen wurden die Zellen dreimal mit PBS (4°C) gewaschen. Zur Fixierung wurden
die Zellen fur 10 Minuten mit jeweils 1ml Methanol (-20°C) bei Raumtemperatur
inkubiert, erneut zweimal mit PBS (4°C) gewaschen und jeweils mit 1 ml PBS 0,5%
BSA fur 15 Minuten blockiert. Anschliel3end wurden die entnommenen Deckglaser in
einer befeuchteten Kammer mit dem primaren Antikorper gegen TRAIL-R1 oder
TRAIL-R2 in jeweils 70ul PBS 0,5% BSA auf Parafilm flr 45 Minuten schuttelnd bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Deckglaser 3-mal mit
PBS 0,5% BSA gewaschen. Es folgte die Inkubation mit dem sekundaren Antikorper
und Hoechst 33258 (Biomol, Hamburg) zur Kernfarbung in 70ul PBS 0,5% BSA fir
45 Minuten. Nach der Inkubation wurden die Deckglaser zweimal mit PBS 0,5% BSA
und anschliel3end noch einmal mit destilliertem Wasser gewaschen. Die Deckglaser
wurden mit jeweils 15ul Mounting-Loésung (dianova, Hamburg) auf einem
Objekttrager fixiert. Die Farbung wurde mittels Fluoreszenz-Mikroskopie (Axioplan 2,

Zeiss, Jena) visualisiert.

Tabelle 6: Bezugsquellen Immunfluoreszenz-Antikdrper

Antikorper Wirt Hersteller
Anti-TRAIL-R1 (HS101) Maus Alexis Biochemicals, Lorrach
Anti-TRAIL-R2 (HS201) Maus Alexis Biochemicals, Lérrach
Alexa Flour 546 anti-mouse IgG | Ziege Invitrogen, Karlsruhe

2.14 Verwendete Chemikalien

Tabelle 7: Bezugsquellen verwendeter Chemikalien

Chemikalien Hersteller
Bovine Serum Albumin (BSA) Serva Electrophoresis , Heidelberg
Bromphenolblau LKB Bromma, Schweden
Complete Protease-Inhibitor Cocktall Roche Diagnostics, Mannheim
Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma-Aldrich, Minchen
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DTT (Dithiothreitol)

Roth, Karlsruhe

EDTA (Ethylendiamintetraacetat)

Sigma-Aldrich, Minchen

Ethanol Roth, Karlsruhe
Glycerin Sigma-Aldrich, Minchen
Glycin Roth, Karlsruhe
Hepes Sigma-Aldrich, Minchen

KCI (Kalium Chlorid)

Roth, Karlruhe

Kristallviolett

Roth, Karlsruhe

Magermilchpulver

Roth, Karlsruhe

Methanol

Roth, Karlsruhe

Na-Dexoxycholat

Merck, Darmstadt

Natriumazid (NaNs)

Roth, Karlsruhe

Natriumchlorid (NaCl)

Roth, Karlsruhe

Paraformaldehyd

Merck, Darmstadt

Phosphate Buddered Saline (PBS)

Invitrogen, Karlsruhe

PhosSTOP Phosphatase Inhibitor Cocktail

Roche Diagnostics, Mannheim

Propidium lodid

Sigma-Aldrich, Minchen

SDS 10% (Sodium Dodecyl Sulfate)

AppliChem, Darmstadt

Sucrose Roth, Karlsruhe
Tris-Base Merck, Darmstadt
Triton Sigma-Aldrich, Mlinchen

Tween 20

Merck, Darmstadt
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3. Ergebnisse

3.1

TRAIL-Rezeptor-Expression

Zunachst wurde die TRAIL-Rezeptor-Expression verschiedener Pankreaskarzinom-
Zelllinien (Colo357, PancTul, Panc89 und BxPC3) untersucht. Hierbei konnten im
Gesamtzelllysat aller dieser Zelllinien alle vier TRAIL-Rezeptoren nachgewiesen

werden (Abbildung 1-A).
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Abbildung 1: Analyse der TRAIL-Rezeptor- und TRAIL-Expression

A) Western-Blot-Analyse der TRAIL-Rezeptor-Expression im Gesamtzelllysat der Pankreaskarzinom-
Zellen Colo357, PancTul, Panc89 und BxPC3. Als Ladungskontrolle wurde parallel die Expression von
B-Aktin bestimmt.
B) Inhibition von TRAIL-R1- und TRAIL-R2-Expression mittels siRNA: Panc89-Zellen wurden mit
SsiRNA gegen TRAIL-R1, gegen TRAIL-R2 oder mit Kontroll-siRNA fir 40 Stunden transfiziert. Aus
dem erstellten Gesamtzelllysat wurde die TRAIL-Rezeptor-Expression mittels Western-Blot-Technik
analysiert. Als Ladungskontrolle wurde parallel die Expression von -Aktin bestimmt.

C) Western-Blot-Analyse der TRAIL-Expression im Gesamtzelllysat der Pankreaskarzinom-Zellen
Colo357, PancTul, Panc89 und BxPC3. Als Ladungskontrolle wurde parallel die Expression von j-
Aktin bestimmt.
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Der fur den TRAIL-R2-Nachweis eingesetzte AntikOrper detektiert die beiden
bekannten Splice-Varianten des Rezeptors (40kDa und 48kDa). Beide Formen
konnten in den untersuchten Zelllinien nachgewiesen werden. Interessanterweise
konnte in allen Zelllinien eine dritte, spezifische Bande in Hohe von ~32kDa
nachgewiesen werden. In der Zelllinie BXPC3 konnte eine zusatzliche vierte, kleinere
Bande nachgewiesen werden. Um zu untersuchen, ob es sich hierbei um eine Form
des TRAIL-R2 handelt, wurden Transfektionsexperimente mit sSiRNA gegen TRAIL-
R1 und TRAIL-R2 durchgefuhrt (Abbildung 1-B). Hierbei zeigte sich, dass nach
Transfektion mit sSiRNA gegen TRAIL-R2 in Panc89-Zellen nicht nur die Expression
der beiden bekannten Splice-Varianten dramatisch reduziert wurde, sondern auch
die Intensitat der nachgewiesenen dritten Bande (Abbildung 1-B). Die spezifische
Hemmung der TRAIL-R1-Expression hingegen zeigte keinen Einfluss auf die
Intensitat aller nachgewiesenen TRAIL-R2-Banden. Zusammenfassend zeigen diese
Ergebnisse, dass die untersuchten Zelllinien eine weitere, kleinere TRAIL-R2-Form

exprimieren.

Zusatzlich konnte in allen Zelllinien eine TRAIL-Expression nachgewiesen werden
(Abbildung 1-C) Ein mdglicher Einfluss des endogenen TRAIL muss folglich bei der

Interpretation anschliel3ender Ergebnisse berticksichtigt werden.

Da der Nachweis der TRAIL-Rezeptoren im Gesamtzelllysat die Rezeptor-
Expression in allen Zellkompartimenten erfasst, fur die Stimulation von auf3en jedoch
die Lokalisation auf der Zelloberflache entscheidend ist, wurde zuséatzlich die
Oberflachenexpression der TRAIL-Rezeptoren mittels Durchflusszytometrie

analysiert (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Analyse der Oberflachen-Expression von TRAIL-Rezeptoren

Analyse der Oberflachen-Expression der TRAIL-Rezeptoren mittels Durchflusszytometrie auf
Colo357-, PancTul-, Panc89- und BxPC3-Zellen. Auf der Ordinate sind die Zell-Counts, auf der
Abszisse die Fluorenszenzintensitat (FL2-H) aufgetragen. Die diinne Kurve zeigt die Isotypkontrolle
(IgG1), die starkere Kurve den jeweiligen TRAIL-Rezeptor-Nachweis.

Hierbei konnte eine Expression der beiden Todesrezeptoren (TRAIL-R1 und TRAIL-
R2) auf der Zelloberflache aller vier Zelllinien nachgewiesen werden. Der Nachweis
der Oberflachenexpression der Decoy-Rezeptoren zeigte, dass TRAIL-R3 von
PancTul-Zellen und TRAIL-R4 von Panc89- und PancTul-Zellen exprimiert wird. Auf
der Oberflache von Colo357- und BxPC3-Zellen konnte keine Decoy-Rezeptor-
Expression detektiert werden, obwohl in beiden Zelllinien TRAIL-R3 und TRAIL-R4

im Gesamzelllysat nachgewiesen werden konnten (vergleiche Abbildung 1-A und 2).

3.2 TRAIL induziert Zelltod und IL-8

Im Anschluss an die dargstellten Expressions-Experimente wurden der Zelltod und
die nicht-apoptotische Antwort nach TRAIL-Behandlung in den Dbeiden
Pankreaskarzinom-Zelllinien Colo357 und Panc89 untersucht.
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Abbildung 3: Untersuchung der apoptotischen und nicht-apoptotischen Wirkung von TRAIL

Colo357- und Panc89-Zellen wurden mit den angegebenen TRAIL-Konzentrationen behandelt. Nach
16 Stunden wurden die Vitalitat (3-A) mittels Kristallviolett-Assay und die IL-8-Konzentration (3-B) im
Zelluberstand mittels ELISA bestimmt.

Die in Abbildung 3-A dargestellten Ergebnisse zeigen, dass TRAIL-Behandlung in
beiden untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien dosisabhangig Zelltod induzierte.
In Ubereinstimmung mit bereits vorangegangenen Untersuchungen zeigten sich
Colo357-Zellen sensitiver als Panc89-Zellen (Trauzold et al, 2003). Interessantweise
korrelierte dies nicht mit der Expression der Todesrezeptoren, da Colo357-Zellen
weniger TRAIL-R1 und TRAIL-R2 exprimieren als Panc89-Zellen (vergleiche
Abbildung 1-A)

Neben Zelltod kann TRAIL-Stimulation auch eine nicht-apoptotische, pro-
inflammatorische Antwort in Pankreaskarzinom-Zellen induzieren (Trauzold et al,

2006). In vorliegender Arbeit wurde stellvertretend fur diese die IL-8-Induktion
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bestimmt. Wie die Abbildung 3-B zeigt, fuhrte TRAIL-Stimulation in den Zelllinien zu
einer dramatischen IL-8-Induktion.

3.3 TRAIL-R1 vermittelt die TRAIL-induzierten Effekte

Wie dargestellt, exprimieren Pankreaskarzinom-Zellen sowohl TRAIL-R1 als auch
TRAIL-R2 auf der Zelloberflache (vergleiche Abbildung 2). Somit ist davon
auszugehen, dass TRAIL an beide Rezeptoren bindet. Somit kdnnten beide
Rezeptoren an den oben beschriebenen TRAIL-induzierten Effekten beteiligt sein.
Untersucht wurde nachfolgend, welchen Anteil der jeweilige Rezeptor bei der
Vermittlung der TRAIL-induzierten Antwort tbernimmt. Als experimentelles Werkzeug
fur diese Fragestellung standen TRAIL-R-Antagonisten zur Verfligung, die spezifisch
TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 blockieren (siehe schematische Darstellung Abbildung 4).

4
X

| |z |3 |3 | |z |z |3 ARERENE
HEHEHBE HRHEHRE HEHEHEE
I v T T 1T T
L L | 1 1 | 1 1 |
al |8 8l |8 8l |8
— — W N —
I Y Y

TRAIL TRAIL-R1- Antagonist TRAIL-R2- Antagonist
+ TRAIL + TRAIL

Abbildung 4: Antagonistische Antikdrper und TRAIL-Stimulation
TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 wurden selektiv durch antagonistische TRAIL-R-Antikérper-Fragmente

blockiert. Gleichzeitig wurden die nicht-blockierten TRAIL-Rezeptoren mit TRAIL stimuliert.

Bei diesen TRAIL-R-Antagonisten handelt es sich um Antikérper-Fragmente, die
ausschlief3lich aus dem Antigen-bindenden Teil (Fab) bestehen. Die Fab-Fragmente
wurden im Rahmen der bestehenden Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. Dr. H.
Wajant (Universitat Wirzburg) hergestellt und hinsichtlich deren Spezifitat getestet
(Lemke et al, 2010).
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Abbildung 5: Beteiligung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 an TRAIL-induzierter Apoptose und pro-
inflammatorischer Antwort

Colo357- und Panc89-Zellen wurden mit 100ng/ml TRAIL stimuliert. Eine Stunde vor Stimulation
wurden die Zellen mit Kontroll-Medium oder mit antagonistischen Antikérpern (1:10) gegen TRAIL-R1,
gegen TRAIL-R2 oder gegen beide Rezeptoren versetzt. Nach 16 Stunden wurde die Vitalitat der
Zellen mittels Kristallviolett-Assay (5-A) und die IL-8-Konzentration im Zelliberstand mittels ELISA (5-
B) bestimmt.

Wie die Abbildung 5-A zeigt, fihrte die TRAIL-Behandlung der beiden Zelllinien zu
Zelltod. Interessanterweise konnte die Zelltod-Induktion nach TRAIL-Stimulation
gehemmt werden, wenn TRAIL-R1 mittels antagonistischen Antikdrpern blockiert
wurde. Nach Blockade von TRAIL-R2 hingegen, wurde der TRAIL-induzierte nicht
gehemmt. Diese Ergebnisse zeigen, dass TRAIL-R1 die TRAIL-induzierte Apoptose
in Pankreaskarzinom-Zellen vermittelt. Da bei gleichzeitiger Hemmung von TRAIL-R1
und TRAIL-R2 TRAIL-Stimulation keinerlei Zelltod induzierte, konnte geschlussfolgert
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werden, dass die eingesetzten antagonistischen Antikorper beide Todesrezeptoren
suffizient und vollstandig hemmen und keine agonistische Aktivitat besitzen.

Bei der Untersuchung der Beteilung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 an der pro-
inflammatorischen, TRAIL-induzierten Antwort zeigte sich, dass auch diese durch
TRAIL-R1 vermittelt wird (Abbildung 5-B). So konnte die IL8-Induktion nach TRAIL-
Stimulation nahezu vollstandig durch den Einsatz von TRAIL-R1-Antagonisten
gehemmt werden, nicht jedoch durch den Einsatz von TRAIL-R2-Antagonisten. Hier
wurde die IL-8-Induktion sogar verstarkt. Nach gleichzeitiger Blockierung beider
Todesrezeptoren konnte die TRAIL-vermittelte IL-8-Induktion vollstandig aufgehoben

werden.

In der Literatur finden sich zwei Arbeiten, die beschreiben, dass TRAIL-R2, anders
als TRAIL-R1, praferentiell durch Membran-gebundenes TRAIL oder hoch-
aggregiertes TRAIL aktiviert wird (Muhlenbeck et al, 2000; Wajant et al, 2001). Es
galt deshalb auszuschlieRen, dass die beobachteten Pha&nomene auf eine
Inkompatibilitat der von uns verwendeten TRAIL-Praparation (rekombinantes,
l6sliches TRAIL) mit dem TRAIL-R2 zurlckzufiihren sind. Dies gelang unter der
Verwendung von Jurkat-Zellen, die, wie Abbildung 6-A zeigt, nur TRAIL-R2 (und
keinen TRAIL-R1) exprimieren.
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Abbildung 6: Expression von TRAIL-R1 und -R2 auf Jurkat-Zellen und Apoptose-Induktion
durch rekombinantes TRAIL in Jurkat-Zellen

A) Analyse der Oberflachen-Expression von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 mittels Durchflusszytometrie auf
Jurkat-Zellen. Auf der Ordinate sind die Zell-Counts, auf der Abszisse die Fluorenszenzintensitat (FL2-
H) aufgetragen. Die diinne Kurve stellt die Isotypkontrolle (IgG1), die starkere Kurve den jeweiligen
TRAIL-Rezeptor-Nachweis dar.

B) Jurkat-Zellen wurden mit 100ng/ml TRAIL behandelt. Nach 16 Stunden wurde die Anzahl der
vitalen Zellen mittels Propidium lodid Anfarbung und anschlieBender Durchflusszytometrie bestimmt.

Die Stimulation dieser Zellen mit dem von uns verwendeten humanen,
rekombinanten TRAIL fihrte zu massivem Zelltod (Abbildung 6-B). Somit konnte eine
Inkompatibilitat des von uns verwendeten TRAIL mit TRAIL-R2 als Grund fur die

Inaktivitéat des TRAIL-R2 nach TRAIL-Stimulation ausgeschlossen werden.

3.4 Agonistische TRAIL-R-Antikdrper induzieren Zelltod und IL-8

In der Klinik finden neben TRAIL auch agonistische TRAIL-Rezeptor-Antikdrper
Anwendung, die selektiv einen der beiden Todesrezeptoren aktivieren. Zwei dieser
Antikorper, HGS-ETR1 und HGS-ETR2, wurden im Rahmen dieser Arbeit eingesetzt
und deren Wirkung evaluiert. Mit diesen Antikérpern stand ein weiteres
experimentelles Werkzeug zur Verfigung, um unterschiedliche apoptotische und
nicht-apoptotische Funktionen von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 zu analysieren, da hier

jeweils nur ein Rezeptor aktiviert wird (siehe schematische Darstellung Abbildung 7).
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Abbildung 7: Agonistische TRAIL-Rezeptor-Antikorper

Der agonistische TRAIL-R-Antikérper HGS-ETR1 (Mapatumumab) aktiviert selektiv TRAIL-R1; HGS-
ETR2 (Lexatumumab) aktiviert selektiv TRAIL-R2.
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Abbildung 8: Apoptotischen und pro-inflammatorischen Wirkung der agonistischen TRAIL-
Rezeptor-Antikdrper HGS-ETR1 und HGS-ETR2

Colo357- und Panc89-Zellen wurden mit den angegebenen Konzentrationen der agonistischen
Antikdrper HGS-ETR1, HGS-ETR2 oder beiden behandelt. Nach 16 Stunden wurden die Vitalitat (8-A)
mittels Kristallviolett-Assay und die IL-8-Konzentration (8-B) im Zelliberstand mittels ELISA bestimmt.



29 Ergebnisse

Die in Abbildung 8 zusammengefassten Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation des
TRAIL-R1 durch HGS-ETR1 dosisabhangig zu Zelltod und zu einer IL-8-Induktion in
den beiden untersuchten Zelllinien fihrte. Auch die selektive Aktivierung des TRAIL-
R2 durch HGS-ETR2 induzierte potent Zelltod und IL-8. In beiden Zelllinien induzierte
HGS-ETR1 bei aquivalenter Antikdrperkonzentration potenter Apoptose und IL-8 als
HGS-ETR2. Weiter fuhrte in diesen Zellen, interessanterweise, die gleichzeitige
Stimulation der Zellen mit HGS-ETR1 und HGS-ETR2 zu keinem additiven Effekt,
weder bei der Bestimmung des Zelltodes noch bei der Bestimmung der IL-8-
Sekretion. Unter Beriicksichtigung der bisherigen Ergebnisse Uberrascht die
Beobachtung, dass die Aktivierung von TRAIL-R2 durch HGS-ETR2 potent mdglich
ist, da der naturliche Ligand TRAIL Apoptose und IL-8 nahezu ausschlie3lich tber
TRAIL-R1 induziert.

3.5 Differentielle NF-kB-Induktion durch TRAIL und TRAIL-R-
Agonisten

Offensichtlich besteht hinsichtlich der Beteiligung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 an
apoptotischer und pro-inflammatorischer Antwort ein wesentlicher Unterschied darin,
ob mit dem naturlichen Liganden TRAIL oder mit agonistischen TRAIL-R-Antikdrpern
stimuliert wird. So induzierte der agonistische TRAIL-R-Antikorper HGS-ETR2 in
beiden untersuchten Zelllinien IL-8, wohingegen der TRAIL-R2 nach TRAIL-
Stimulation nahezu keine pro-inflammatorische Antwort induzierte. Als ,Read-Out"-
System fur die analysierte pro-inflammatorische Antwort wurde die IL-8-Induktion
bestimmt. Um dieses Ergebnis naher zu charakterisieren, wurde die Aktivierung des
vorgeschalteten Transkriptionsfaktors NF-kB (p65/p50 und p50/p50) durch TRAIL

oder agonistische TRAIL-R-Antikdrper in Panc89-Zellen untersucht.
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Abbildung 9: NF-kB-Induktion durch TRAIL und agonistische TRAIL-Rezeptor-Antikdrper

A) Panc89-Zellen wurden mit HGS-ETR1 (10ug/ml), HGS-ETR2 (10ug/ml), HGS-ETR1 + HGS-ETR2
(jeweils 10ug/ml) oder TRAIL (100ng/ml) fur die angegebene Dauer stimuliert. Kernextrakte wurden
hergestellt und die NF-xB-Aktivierung (p65/p50 und p50/p50) im EMSA analysiert.

B) Panc89-Zellen wurden zunachst mit antagonistischen-TRAIL-Rezeptor Antikérpern gegen TRAIL-
R1 oder TRAIL-2 vorinkubiert und anschlieBend fir die angegebene Dauer mit 100ng/ml TRAIL

stimuliert. Kernextrakte wurden hergestellt und die NF-kB-Aktivierung (p65/p50 und p50/p50) im
EMSA analysiert.

Wie Abbildung 9-A zeigt, fuhrte sowohl die Stimulation mit HGS-ETR1 als auch die
Stimulation mit HGS-ETR2 zu einer starken NF-kB-Induktion. Vergleichend war die
NF-kB-Antwort nach HGS-ETRI1-Stimulation bei &aquivalenter  Antikorper-
Konzentration ausgepragter. Die gleichzeitige Stimulation der Zellen mit beiden

Antikorpern fuhrte zu keinem additiven Effekt.
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Im Vergleich dazu fuhrte, wie in Abbildung 9-B dargestellt, auch TRAIL-Stimulation
zu einer deutlichen NF-kB-Aktivierung. Wurde TRAIL-R1 blockiert, konnte diese
Antwort jedoch vollstandig aufgehoben werden. Im Gegensatz dazu konnte die
Blockierung des TRAIL-R2 die TRAIL-induzierte NF-kB-Aktivierung nicht hemmen.
Wie Abbildung 9-B zeigt, kam es hier nach 3 Stunden TRAIL-Behandlung sogar zu
einer Verstarkung der NF-xB-Aktivierung. Nach Blockade von TRAIL-R1 und TRAIL-
R2 konnte die TRAIL-induzierte NF-kB-Aktivierung vollstandig aufgehoben werden.

3.6 TRAIL-Rezeptorkomplex-Analyse

Ziel der nachfolgenden Experimente war es, Unterschiede zwischen der Rezeptor-
Komplex-Zusammensetzung von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 insbesondere hinsichtlich
der Stimulationsart (TRAIL oder TRAIL-R-Agonisten) zu identifizieren. Ziel war es,
Hinweise fur die Ursache der beschriebenen funktionellen Unterschiede zu
identifizieren. Zu diesem Zweck wurden mittels Immunprazipitation TRAIL-
Rezeptorkomplexe nach Stimulation mit TRAIL oder TRAIL-R-Agonisten analysiert.
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Abbildung 10: TRAIL-Rezeptor-Komplex-Analyse nach Immunprazipitation mit HGS-ETR1 und
HGS-ETR2

A und B) Panc89-Zellen wurde fur eine Stunde mit HGS-ETR1, HGS-ETR2 (je 10pg/ml) oder TRAIL
(100ng/ml) behandelt und anschlie3end lysiert (siehe Material und Methoden).

A) Aus den erstellen Lysaten wurden mittels Western-Blot-Technik die Expression von TRAIL-R1,
TRAIL-R2, Caspase-8, Caspase-10 und cFLIP analysiert. Als Ladungskontrolle wurde parallel die
Expression von p-Aktin bestimmt.

B) TRAIL-R1 und TRAIL-R2 wurden mit den Antikérpern HGS-ETR1 und HGS-ETR2 aus den
erstellten Lysaten prazipitiert (siehe Material und Methoden). Fir die Préazipitation der Rezeptoren
nach agonistischer Antikdrper-Stimulation (Spalte 3 und 4) wurde der Stimulation-Antikdrper genutzt
und kein Préazipitationsantikdrper hinzugefigt. Die Immunprazipitate wurden mittels Western-Blot-
Technik auf die Expression von TRAIL-R1, TRAIL-R2, Caspase-8, Caspase-10 und cFLIP hin
untersucht. Fir den Nachweis der unspezifischen Bande der schweren und leichten Kette der
Prazipitations-Antikdrper wurden Antikorperkontrollen (AK-Kontrolle) mitgefuhrt.
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3.6.1 TRAIL-Stimulation fuhrt zu heterogenen Komplexen aus TRAIL-R1 und
TRAIL-R2, selektive Aktivierung der Rezeptoren mit TRAIL-R-

Agonisten fuhrt zu homogenen Komplexen

Wie die Abbildung 10-A zeigt, konnten in den vor der Immunoprazipitation
gewonnenen Gesamtzelllysaten aus nicht-stimulierten, HGS-ETR1-, HGS-ETR2- und
TRAIL-stimulierten Zellen TRAIL-R1 und TRAIL-R2 ohne quantitative Unterschiede
nachgewiesen werden. Der Nachweis von TRAIL-R1 und -R2 nach
Immunprazipitation der Rezeptor-Komplexe (Abbildung 10-B) zeigte, dass bereits in
nicht-stimulierten Zellen Heterokomplexe aus TRAIL-R1 und -R2 vorlagen (Spalte 1
und 2). Nach Stimulation mit dem natirlichen Liganden TRAIL waren ebenfalls
Heterokomplexe nachweisbar (Spalte 5 und 6). Hingegen fanden sich im DISC nach
selektiver Stimulation mit HGS-ETR1 oder HGS-ETR2 homogene Komplexe
bestehend aus ausschliel3lich TRAIL-R1 nach HGS-ETR1-Stimulation bzw. aus
ausschlief3lich TRAIL-R2 nach HGS-ETR2-Stimulation (Spalte 3 und 4).

In nicht-stimulierten und TRAIL-stimulierten TRAIL-R2-Komplexen konnte beim
Nachweis des TRAIL-R2 eine zuséatzliche Bande (~32 kDa) nachgewiesen werden
(Abbildung 10-B, Spalte 2 und 6). Diese konnte bereits bei der Untersuchung der
Rezeptor-Expression als kleine Form des TRAIL-R2 identifiziert werden (vergleiche
Abbildung 1). Interessanterweise konnte diese TRAIL-R2-Form nicht im DISC nach
HGS-ETR2-Stimulation nachgewiesen werden (vergleiche Abbildung 10-B, Spalte 4).

3.6.2 Stimulation mit TRAIL-R-Agonisten fuhrt zu Caspase-8- und cFLIP-
Spaltung an TRAIL-R1 und TRAIL-R2, Stimulation mit TRAIL fuhrt zu
Caspase-8- und cFLIP-Spaltung ausschlie3lich an TRAIL-R1

Der Nachweis von Caspase-8 und cFLIP in den Gesamtzelllysaten vor der
Immunoprazipitation zeigt, dass die Stimulation sowohl mit HGS-ETR1 als auch mit
HGS-ETR2 zur Spaltung von Caspase-8 und cFLIP fuhrt (Abbildung 10-A). Passend
zu den bisherigen Ergebnissen der Bestimmung von Zelltod und IL-8-Sekretion fuhrte
HGS-ETR1-Stimulation zu einer starkeren Caspase-8- und cFLIP-Spaltung als HGS-
ETR2. TRAIL-Behandlung fuhrt ebenso zur Spaltung von Caspase-8 und cFLIP
(Abbildung 10-A).

Die Analyse der Rezeptor-Komplexe (Abbildung 10-B) zeigte, dass die HGS-ETR1-
Stimulation zur Caspase-8- und cFLIP-Spaltung an TRAIL-R1 und die HGS-ETR2-
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Stimulation zu Caspase-8- und cFLIP -Spaltung an TRAIL-R2 fiuhrt (Spalte 3 und 4).
Hingegen war Caspase-8- und cFLIP-Spaltung nach TRAIL-Stimulation nur an
TRAIL-R1, nicht aber an TRAIL-R2 nachweisbar (vergleiche Spalte 5 und 6).

3.6.3 Nicht-stimulierte Zellen rekrutieren Caspase-10 an TRAIL-R2

Weiter konnte in nicht-stimulierten Zellen konstitutiv Caspase-10 nachgewiesen
werden - interessanterweise ausschlief3lich an TRAIL-R2 (Abbildung 10-B, Spalte 2).
Im TRAIL-R2-DISC (nach Apoptose-auslosender HGS-ETR2-Stimulation) dagegen

war Caspase-10 nicht nachweisbar (Spalte 4).

3.7 Bedeutung der PKC und MEK fir TRAIL-induzierte Apoptose

Neben NF-«xB aktiviert TRAIL in Pankreaskarzinom-Zellen auch weitere nicht-
apoptotische Signalwege, unter anderem PKC und MAP-Kinasen (siehe Einleitung).
Mit GO6983 und UO126 stehen zwei Inhibitoren dieser Signalwege zur Verfiigung.
G06983 inhibiert direkt die PKC. Der MEK-Inhibitor inhibiert die MEK, welche in einer
Signalkaskade durch Phosphorylierung die MAPK aktiviert. Untersucht wurde die
Beteiligung beider Signalwege an der TRAIL-induzierten Apoptose durch TRAIL-R1
und TRAIL-R2. Der Einfluss der Inhibitoren auf TRAIL-induzierte IL-8-Sekretion
konnte nicht bestimmt werden, da sowohl GO6983 als auch UO126 bereits die
basale IL-8-Sekretion dramatisch hemmen und keine Induktion quantifiziert werden

konnte.
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Abbildung 11: Bedeutung der PKC- und MAPK-Signalwege auf die TRAIL-induzierte Apoptose
durch TRAIL-R1 und TRAIL-R2

A) Panc89-Zellen wurden mit antagonistischen TRAIL-R1- bzw. -R2-Antikoérpern (1:10) versetzt und
fiir eine Stunde vorinkubiert. AnschlieRend wurde der Inhibitor GO6983 (20uM) bzw. UO126 (10uM)
hinzugefligt. Nach einer Stunde wurden die Zellen mit TRAIL (100ng/ml) stimuliert. Zellvitalitat wurde
nach 16 Stunden mittels Kristallviolett-Assay bestimmt.

B) Panc89-Zellen wurden mit GO6983 (20uM) bzw. MEK-Inhibitor (10uM) inkubiert. Nach einer
Stunde wurden die Zellen mit HGS-ETR1 (10pg/ml), HGS-ETR2 (10ug/ml) oder HGS-ETR1+2 (je
10pg/ml) stimuliert. Zellvitalitat wurde nach 16 Stunden mittels Kristallviolett-Assay bestimmt.

3.7.1 GO6983 sensibilisiert fur TRAIL-induzierte Apoptose iiber beide
Rezeptoren, TRAIL-R1 und TRAIL-R2

Die Inhibition der PKC mittels GO6983 fiihrte zu einer dramatischen Sensibilisierung
der TRAIL-induzierten Apoptose. Wie die Abbildung 11-A zeigt, wurde diese
Sensibilisierung durch beide Rezeptoren (TRAIL-R1 und TRAIL-R2) vermittelt. Zum
einen wurde der TRAIL-vermittelte Zelltod Gber TRAIL-R1 (in Gegenwart von



36 Ergebnisse

antagonistischen TRAIL-R2-Antikdrpern) durch die Hemmung der PKC verstarkt.
Erstaunlicherweise fuhrte aber auch TRAIL-Stimulation in Gegenwart von
antagonistischen TRAIL-R1-Antikérpern zu Zelltod, wenn die PKC gehemmt wurde.
Ohne PKC-Inhibition war der TRAIL-induzierte Zelltod tber TRAIL-R2 nahezu
aufgehoben und wurde Uber TRAIL-R1 vermittelt.

Wie die Abbildung 11-B zeigt, fuhrte der Einsatz von GO6983 auch zu einer
Sensibilisierung der Apoptose, die durch agonistische TRAIL-R-Antikorper induziert
wird. Die Zelltod-Induktion durch HGS-ETR1, durch HGS-ETR2 und durch die

Kombination beider Antikdrper wurde durch die Hemmung der PKC verstarkt.

3.7.2 UO126 sensibilisert fur TRAIL-induzierte Apoptose nur tber TRAIL-R1

Wie die Abbildung 11-A weiter zeigt, fuhrte auch die Inhibition der MEK mittels
UO126 zu einer Sensibilisierung der TRAIL-induzierten Apoptose. Diese wurde
jedoch ausschlieBlich von TRAIL-R1 vermittelt. Der Einsatz von UO126 fuhrte
(anders als der Einsatz von GO6983) nicht dazu, dass in Gegenwart von
antagonistischen TRAIL-R1-Antikérpern der TRAIL-R2 verstarkt Zelltod vermittelt.
Hingegen ist in Gegenwart von antagonistischen TRAIL-R2-Antikorpern eine
Sensibilisierung der TRAIL-vermittelten Apoptose tUber TRAIL-R1 zu beobachten.

Dazu passende Ergebnisse zeigte die Stimulation mit agonistischen TRAIL-R-
Antikdrpern unter Verwendung von UO126 (Abbildung 11-B). Wurde der MEK-
Inhibitor UO126 eingesetzt, konnte die durch HGS-ETR1 induzierte Apoptose
verstarkt werden, nicht jedoch die durch HGS-ETR2. Erwartungsgemal wurde auch
die durch die Kombination beider Antikdrper induzierte Apoptose durch UO126

verstarkt.
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3.8 Zelluldre Lokalisation von TRAIL-R1 und TRAIL-R2

In einem weiteren Experiment wurde untersucht, ob sich TRAIL-R1 und TRAIL-R2 in

ihrer Expression hinsichtlich der zellularen Lokalisation unterscheiden.

TRAIL-R1 TRAIL-R2

Abbildung 12: Zellulare Lokalisation von TRAIL-R1 und TRAIL-R2
Panc89-Zellen wurden auf Deckglaschen ausgeséat und 24 Stunden spater wurde die Expression von
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 mittels Immunfluoreszenz analysiert. Im konfokalen Laser-Scan-

Mikroskopie-Bild ist in Blau (350nm) der Zellkern (Hoechst-Farbstoff) und in Rot (546nm) TRAIL-R1
bzw. TRAIL-R2 dargestellt.

Die durchgefuhrte immunhistochemische Analyse (Abbildung 12) zeigte, dass beide
Rezeptoren im Zytoplasma und auf der Zellmembran exprimiert werden.
Erstaunlicherweise konnte jedoch nachgewiesen werden, dass TRAIL-R2 (im
Gegensatz zu TRAIL-R1) zusatzlich massiv im Zellkern vertreten ist. Um zu
verifizieren, dass TRAIL-R2 tatsachlich im Zellkern exprimiert wird, wurde die TRAIL-
R2-Expression jeweils im Zytosol- und Kernextrakt bestimmt. Wie Abbildung 13 zu
entnehmen ist, zeigte sich, dass im Zellkern insbesondere die bereits identifizierte

kleine TRAIL-R2-Form exprimiert wird.
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Abbildung 13: Zellulare Lokalisation von TRAIL-R2

Aus Panc89-Zellen wurden Kern- und Zytosol-Lysate (EMSA-Lysate) hergestellt. Mittels Western-Blot-
Technik wurde in beiden Lysaten die Expression von TRAIL-R2 analysiert. Parallel wurden die
Expression von aTubulin als Kennprotein fir die Zytosolfraktion und die Expression von Histon H3 als
Kennprotein fir die Kernfraktion bestimmt.

3.9 Identifizierung von TRAIL-Rezeptor assoziierten Proteinen

Die bisher durchgefuhrten Immunprazipitations-Experimente zeigten bereits deutliche
Unterschiede zwischen TRAIL-R1 und TRAIL-R2, unter anderem die Assoziation von
TRAIL-R2 und Caspase-10. Dies gab Anlass zu untersuchen, ob noch weitere
Rezeptor-Komplex assoziierten Proteine identifiziert werden kdnnen. Hierzu wurden
nach Immunprazipitation von TRAIL-R1 und TRAIL-R2, in Kooperation mit Prof. Dr.
0. JanRRen (Institut fur Immunologie, Kiel) die Rezeptor-Komplexe elektrophoretisch
aufgetrennt, Proteine isoliert und mittels MALDI-Massenspektrometrie sequenziert.
Die Analyse (Abbildung 14) zeigte, dass in Assoziation mit TRAIL-R2 zahlreiche
Kernproteine identifiziert werden konnten, die am Splicing und an der Regulation der
Genexpression beteiligt sind. Keines dieser Proteine konnte in Assoziation mit
TRAIL-R1 identifiziert werden.
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Abbildung 14: Identifizierung von TRAIL-Rezeptor-assoziierten Proteinen
Nicht-stimulierte TRAIL-R1- bzw. TRAIL-R2-Rezeptor-Komplexe wurden aus Panc89-Zellen mittels
TRAIL-Rezeptor-Antikérpern HGS-ETR1 und HGS-ETR2 préazipitiert. Die Proben wurden
anschlielend elektrophoretisch aufgetrennt und das Gel mit Comassie geféarbt. Einzelne Banden
wurden isoliert und mittels MALDI-Massenspektrometrie identifiziert. In der dargestellten Auswertung
sind Proteine, die am Splicing oder der Genregulation beteiligt sind, rot gefarbt.
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4. Diskussion

Der Todesligand TRAIL ist in der Lage, nach Bindung an zwei Todesrezeptoren
(TRAIL-R1 und TRAIL-R2), Apoptose selektiv in Tumorzellen auszulésen (Ashkenazi
et al, 1999; Walczak et al, 1999). Diese Eigenschaft macht den Einsatz von TRAIL zu
einer potentiellen Therapieoption fir Malignome, insbesondere auch fur die
Behandlung des Pankreaskarzinoms, welches weitgehend Therapie-resistent
gegenuber Chemo- oder Strahlentherapie ist (Bardeesy & DePinho, 2002). Jedoch
konnte inzwischen gezeigt werden, dass TRAIL neben Apoptose auch nicht-
apoptotische, pro-inflammatorische Signalwege aktiviert, die zu Invasion und
Metastasierung fuhren (Siegmund et al, 2007; Trauzold et al, 2006; Trauzold et al,
2001). Diese Erkenntnisse machen deutlich, dass fur den mdglichen therapeutischen
Einsatz von TRAIL oder agonistischen TRAIL-R-Antikorpern zunachst ein genaues
Verstandnis der TRAIL-induzierten Effekte und Signalwege von Noten ist. Genau
verstanden werden muss insbesondere, welche Rolle die beiden Todesrezeptoren
TRAIL-R1 und -R2 spielen. Hierzu wurden in vorliegender Arbeit die spezifischen
Funktionen beider Rezeptoren in Pankreaskarzinom-Zellen untersucht.

Zunachst wurde die TRAIL-Rezeptor-Expression von Pankreaskarzinom-Zellen
analysiert. Hierbei konnte gezeigt werden, dass alle untersuchten Zelllinien sowohl
TRAIL-R1 als auch TRAIL-R2 auf der Zelloberflache exprimieren. Die Behandlung
von Pankreaskarzinom-Zellen mit TRAIL zeigte, dass TRAIL sowohl Zelltod als auch
eine nicht-apoptotische, pro-inflammatorische Antwort (IL-8) induziert. Um mdgliche
unterschiedliche Funktionen von TRAIL-R1 und TRAIL-R2 zu identifizieren, war es
erforderlich, jeweils einen Rezeptor selektiv zu aktivieren und die induzierte
apoptotische und nicht-apoptotische Antwort des jeweiligen Rezeptors mit der des
zweiten Rezeptors zu vergleichen. Hierzu standen als experimentelles Werkzeug
antagonistische TRAIL-R-Antikorper zur Verfiigung. Uberraschenderweise zeigte die
TRAIL-Stimulation der untersuchten Zellen, nachdem jeweils TRAIL-R1 oder TRAIL-
R2 mittels Antagonist blockiert wurde, dass die TRAIL-induzierte apoptotische und
pro-inflammatorische Antwort in Pankreaskarzinom-Zellen nahezu ausschlief3lich
durch TRAIL-R1 vermittelt wurde. Dass der Grund hierfur nicht eine Inkompatibilitat
des eingesetzten TRAIL mit dem TRAIL-R2 war, zeigte die Stimulation von Jurkat-
Zellen. Obwohl dieser Zelltyp nur TRAIL-R2, nicht aber TRAIL-R1 exprimiert,
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induzierte das von uns verwendete TRAIL massiven Zelltod. Als weiteres
experimentelles Werkzeug standen agonistische TRAIL-R-Antikorper zur Verfigung,
die bereits klinisch in der Therapie von Malignomen Anwendung finden. Die selektive
Aktivierung von TRAIL-R1 (mit HGS-ETR1) oder TRAIL-R2 (mit HGS-ETR2) zeigte,
dass beide Rezeptoren potent funktionsfahig sind, da sowohl HGS-ETR1- als auch
HGS-ETR2-Stimulation zu massiver Apoptose- und IL-8-Induktion fuhrte. Analoge
Ergebnisse zeigte auch die Analyse der NF-kB-Aktivierung. Beide Rezeptoren
aktivieren NF-kB, wenn diese durch agonistische TRAIL-Rezeptor-Antikdrper selektiv
stimuliert werden. Hingegen wird die TRAIL-induzierte NF-kB-Aktivierung
ausschlie8lich durch TRAIL-R1 vermittelt. Zusammenfassend zeigen diese
Ergebnisse, dass Pankreaskarzinom-Zellen funktionsfahigen TRAIL-R1 und TRAIL-2
exprimieren. Jedoch wird die vom natirlichen Liganden induzierte Antwort fast
ausschlieBlich Uber TRAIL-R1 vermittelt. Offensichtlich besteht ein entscheidender
Unterschied, ob mit dem natirlichen Liganden TRAIL stimuliert wird oder die
Rezeptoren mittels agonistischer Antikorper aktiviert werden.

Welches der entscheidende Rezeptor fur TRAIL-induzierte Effekte ist, wurde von
anderen  Arbeitsgruppen  bereits fur einige  Tumorzelllinien  untersucht.
Interessanterweise zeigten Kelley et a., dass TRAIL-R2 den TRAIL-induzierten
Zelltod in Kolonkarzinom- und Mammakarzinom-Zellen vermittelt. Die Arbeit zeigte
unter Verwendung von TRAIL-R-selektivem TRAIL, dass TRAIL in diesen Zellen
Apoptose fast ausschliel3lich tiber TRAIL-R2 induziert (Kelley et al, 2005). Gestltzt
wurde diese These durch die Tatsache, dass TRAIL-R2 bei physiologischen
Temperaturen eine hdhere Affinitdt zu TRAIL ausweist als TRAIL-R1 (Truneh et al,
2000). Interessanterweise zeigte noch im selben Jahr eine andere Arbeit, dass diese
Annahme nicht fur alle Tumorzelllinien zutrifft. MacFarlane et al. publizierten, dass
TRAIL-R1 in CLL-Zellen (Chronisch Lymphatische Leukamie) der Ubergeordnete
Rezeptor fur TRAIL-vermittelte Apoptose ist (MacFarlane et al, 2005). Die zitierte
Arbeitsgruppe verwendete die auch im Rahmen der vorliegenden Arbeit eingesetzten
agonistischen TRAIL-R-Antikdrper HGS-ETR1 und HGS-ETR2 und schlussfolgerte
aus der Tatsache, dass vor allem die Aktivierung von TRAIL-R1 mittels HGS-ETR1
Zelltod induziert, dass TRAIL-R1 der entscheidende Rezeptor in CLL-Zellen ist. Vor

dem Hintergrund, dass in der vorliegenden Arbeit jedoch markante Unterschiede
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zwischen der Stimulierung mit agonistischen TRAIL-Rezeptor-Antikdrpern und mit
TRAIL aufgezeigt werden konnten, ist eine Aussage Uber die generelle Aktivitat eines
Rezeptors kritisch zu bewerten. Eine differenzierte Untersuchung der induzierten
Effekte durch TRAIL im Vergleich zu agonistischen TRAIL-R-Antikérpern ist
augenscheinlich unabdingbar.

Als n&chster Schritt sollte in der vorliegenden Arbeit die Analyse der TRAIL-
Rezeptor-Komplexe mittels Immunprézipitation Aufschluss dariiber geben, wie die
unterschiedlichen Effekte von TRAIL und agonistischen TRAIL-R-Antikérpern zu
erklaren sind. Hierzu wurden jeweils TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 aus vier
verschiedenen Experimenten prazipitiert: aus nicht-stimulierten Zellen, aus HGS-
ETR1- bzw. HGS-ETR2-stimulierten Zellen und aus TRAIL-stimulierten Zellen.
Anschlieend wurden TRAIL-R1, TRAIL-R2 und Rezeptor-Komplex-assoziierte
Proteine mittels Western-Blot-Technik nachgewiesen. Die Ergebnisse bestétigten
zunachst die bisher beobachteten Phdnomene: So konnten Caspase-8- und cFLIP-
Spaltung nach TRAIL-Stimulation nur an TRAIL-R1, nach Stimulation mit
agonistischen TRAIL-R-Antikdrpern an beiden Rezeptoren nachgewiesen werden.
Caspase-8 und cFLIP werden nach Aktivierung tber das Adapterprotein FADD an
die Todesdomane der TRAIL-Rezeptoren rekrutiert und in Folge der Aktivierung
gespalten. Die Spaltung der beiden Proteine ist somit Ausdruck der Rezeptor-
Aktivierung. Interessanterweise deckte die Immunprazipitation aber noch weitere
Unterschiede zwischen der Stimulation mit TRAIL und mit agonistischen Antikdrpern
auf. So zeigte sich, dass TRAIL-Behandlung der Zellen zur Bildung von
Heterokomplexen aus TRAIL-R1 und TRAIL-R2 fihrte. Im Gegensatz dazu fuhrte die
Stimulation mit HGS-ETR1 zu homogenen Komplexen bestehend aus TRAIL-R1 und
die Stimulation mit HGS-ETR2 zu homogenen Komplexen bestehend aus TRAIL-R2.
Dass eine unterschiedliche Rezeptor-Komplex-Zusammensetzung funktionelle
Konsequenzen mit sich bringt, ist bisher unbekannt. In der Literatur ist lediglich
beschrieben, dass TRAIL-R1 und TRAIL-R2 heterogene Komplexe bilden kdénnen
(Kischkel et al, 2000). Mdoglicherweise konnten die nachgewiesenen, von der
Stimulationsart abhangigen, unterschiedlichen Rezeptor-Komplex-
Zusammensetzungen ursachlich fur die beobachteten funktionellen Unterschiede

sein.
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Weiteren Einfluss auf die Funktionsfahigkeit von TRAIL-R1 und -R2 konnten die
beiden Decoy-Rezeptoren haben, die auf bisher nicht vollstandig geklarte Weise die
TRAIL-vermittelte Apoptose hemmen kdnnen. Beschrieben ist, dass TRAIL-R4 mit
TRAIL-R2 Komplexe bildet (nicht aber mit TRAIL-R1) und somit die Entstehung eines
funktionellen DISC und folglich auch die TRAIL-induzierte Apoptose hemmt (Merino
et al, 2006). Da in den durchgefihrten Immunprazipitationsexperimenten Decoy-
Rezeptoren nicht nachgewiesen werden konnten, ist dies jedoch als Ursache fir die
Inaktivitat des TRAIL-R2 nach TRAIL-Stimulation auszuschliel3en.

Ein weiteres Ergebnis hingegen konnte die oben dargestellten Phénomene
insbesondere im Hinblick auf die Stimulationsart erklaren. Wie beschrieben, zeigte
der Nachweis des TRAIL-R2 im Gesamitzelllysat der untersuchten Zelllinien eine
weitere spezifische Bande in Hoéhe von ~32kDa, die mittels siRNA-Experimenten als
eine Form des TRAIL-R2 identifiziert werden konnte. Kirzlich identifizierten Wagner
et al eine nicht-glykosilierte Form von TRAIL-R2, die dieser MolekulargréfRe
entspricht (Wagner et al, 2007). Es kdnnte sich folglich bei dieser kleinen TRAIL-R2
Form um die nicht-glykosilierte TRAIL-R2-Form handelt. Wagner et al zeigten weiter,
dass diese nicht-glykosilierte TRAIL-R2-Form die Bildung des DISC verhindert und
so die TRAIL-induzierte Apoptose hemmt (Wagner et al, 2007). Interessanterweise
zeigten die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefiihrten Immunprézipitations-
Experimente, dass die kleine TRAIL-R2-Form an den DISC nach TRAIL-Stimulation,
nicht aber an den DISC nach HGS-ETR2-Stimulation rekrutiert wird. Die
vorliegenden Ergebnisse sind somit ein Hinweis darauf, dass die Rekrutierung einer
nicht-glykosilierten TRAIL-R2-Form fur die Inaktivitat des TRAIL-R2 nach TRAIL-
Stimulation verantwortlich sein konnte.

DarlUberhinaus Uberraschte ein weiteres Ergebnis der TRAIL-R-Komplex-Analyse. So
konnte Caspase-10 in nicht-stimulierten Zellen nachgewiesen werden, jedoch
ausschlief3lich in Assoziation mit TRAIL-R2, nicht aber mit TRAIL-R1. Im DISC nach
agonistischer TRAIL-R-Antikdrper Stimulation war Caspase-10 nicht mehr
nachweisbar. Caspase-10 ist -wie Caspase-8- als Protein beschrieben, dass tber
FADD an die Todesdoméne der TRAIL-Rezeptoren bindet und die pro-apoptotische
Signalkaskade aktiviert. Inwieweit Caspase-8 und Caspase-10 unterschiedliche
Funktionen in TRAIL-induzierten Signalwegen wahrnehmen, ist nicht bekannt. In der

Literatur beschrieben ist die Beobachtung, dass TRAIL-R2-Neutralisation die
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Caspase-10-abhéngige Apoptose in Mammakarzinom-Zellen abschwécht — jedoch
nur bei sehr geringen TRAIL-Konzentrationen (Engels et al, 2005). Da im Rahmen
der vorliegenden Arbeit nachgewiesen werden konnte, dass Pankreaskarzinom-
Zellen selbst TRAIL exprimieren, ware es moglich, dass eine autokrine TRAIL-
Stimulation zu einer Caspase-10-Rekrutierung an TRAIL-R2 fihrt. Dies konnte
erklaren, warum Caspase-10 in der durchgefiihrten Immunprazipitation in nicht-
stimulierten Zellen in Assoziation mit TRAIL-R2 nachgewiesen werden konnte.

Wie bereits erwéhnt, induziert TRAIL neben Zelltod auch nicht-apoptotische, pro-
inflammatorische Signalwege. In vorangegangenen Arbeiten unserer Arbeitsgruppe
konnte gezeigt werden, dass durch Hemmung dieser Signalwege der pro-
apoptotische Weg dramatisch verstarkt werden kann (Trauzold et al, 2001). In der
vorliegenden Arbeit wurde untersucht, welche Rolle TRAIL-R1 und TRAIL-R2 bei
diesen Effekten spielen. In Ubereinstimmung mit bereits publizierten Daten zeigten
die Ergebnisse, dass sowohl die Hemmung von MEK als auch die Hemmung von
PKC zu einer Sensibilisierung fur TRAIL-induzierte  Apoptose fihrt.
Uberraschenderweise zeigte sich jedoch bei der Verwendung von antagonistischen
und agonistischer TRAIL-R-Antikorpern eine unterschiedliche Beteiligung von TRAIL-
R1 und TRAIL-R2. So fuhrte die Hemmung der MEK mittels UO126 zu einer
Sensibilisierung nur Uber TRAIL-R1, wohingegen die Hemmung der PKC mittels
G0O6983 zu einer Sensibilisierung tiber beide Rezeptoren fiihrte, nachdem die Zellen
mit TRAIL oder agonistischen TRAIL-R-Antikdrpern stimuliert wurden. Diese
Ergebnisse machen zum einen deutlich, dass intrazellulare Signalwege in
unterschiedlicher Weise beteiligt sind, abhangig davon ob TRAIL-R1 oder TRAIL-R2
aktiviert wurde. Zum anderen bestétigten diese, dass der TRAIL-R2 prinzipiell
funktionsfahig ist, da er durch Hemmung der anti-apoptotischen PKC reaktiviert

werden kann.

Sowohl die funktionellen Untersuchungen als auch die Analyse der
Rezeptorkomplexe haben gezeigt, dass zwischen TRAIL-R1 und TRAIL-R2
Unterschiede bestehen, die entscheidenden Einfluss auf die Funktionalitdt haben.
Parallel durchgefiihrte immunozytologische Untersuchungen der zellularen

Lokalisation von TRAIL-Rezeptoren zeigten ein weiteres unerwartetes Ergebnis. So
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konnte mittels der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie gezeigt werden, dass
TRAIL-R2 nicht nur, wie zu erwarten, auf der Zellmembran und im Zytoplasma
vorkommt, sondern zusatzlich massiv im Zellkern exprimiert wird. Diese
ungewodhnliche Zelllokalisation fur einen Todesrezeptor konnte nur fir TRAIL-R2,
nicht aber fir TRAIL-R1 gezeigt werden: ein weiterer, gravierender Unterschied
zwischen beiden Rezeptoren mit mdglicherweise entscheidenden funktionellen
Auswirkungen. Eine daraufhin durchgefiihrte Immunprazipitation von TRAIL-R1 und
TRAIL-R2, anschlie3ende Isolierung und Identifizierung der ko-prazipitierten Proteine
mittels MALDI Massenspektrometrie filhrte zu einem weiteren interessanten
Ergebnis. So konnten in Assoziation mit TRAIL-R2 14 Proteine identifiziert werden,
die am Splicing und der Regulation der Genexpression beteiligt sind (u.a. DEAD box
Protein p68, hnRPAL, hnRNP A2/B1). Keines dieser Proteine konnte in Assoziation
mit TRAIL-R1 identifiziert werden. Diese Ergebnisse, insbesondere im
Zusammenhang mit der zuvor beobachteten Zellkernlokalisation des TRAIL-R2,
geben dringende Hinweise darauf, dass TRAIL-R2 an einer bisher unbeschriebenen
Aufgabe in der Regulation der Genexpression und am Splicing beteiligt sein kénnte.
Ein Zusammenhang zwischen einer solchen Funktion und der beschriebenen
Inaktivitat des TRAIL-R2 nach TRAIL-Stimulation ware ebenfalls denkbar.

Zusammenfassend zeigen die im Rahmen dieser Arbeit durchgeflhrten Experimente,
dass TRAIL-R1 und TRAIL-R2 als zwei unterschiedliche Rezeptoren betrachtet
werden mussen. Beide Rezeptoren unterschieden sich in komplexer Weise in der
Aktivitat in Abh&ngigkeit von der Stimulationsart, in der Rezeptorkomplex-
Zusammensetzung und in den beteiligten Signalwegen. Dies dirfte insbesondere
unter klinischen Gesichtspunkten fur den therapeutsichen Einsatz von TRAIL oder
TRAIL-R-Agonisten von Interesse und Wichtigkeit sein. Dartberhinaus liefern die
vorgestellten Daten Hinweise darauf, dass TRAIL-R2 eine bisher unbeschriebene

Aufgabe in der Regulation der Genexpression und am Splicing wahrnehmen koénnte.
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5. Ausblick und Fazit

In anschlieBenden Projekten sollten entscheidende Fragen, die sich nach
Betrachtung der dargestellten Ergebnisse aufdrangen, geklart werden. Zum einen
sollte die Apoptose-induzierende Funktion beider Rezeptoren weiter charakterisiert
werden, da die Ergebnisse entscheidenden und direkten Einfluss auf den klinischen
Einsatz von TRAIL und TRAIL-R-Agonisten haben werden. In diesem
Zusammenhang sollte insbesondere die Identitat der kleineren TRAIL-R2-Form
weiter charakterisiert werden. Hierzu stehen Glykolisierungs-Inhibitoren sowie
verschiedenen Protease-Inhibitoren zur Verfigung. Weiter sollte untersucht werden,
ob diese Form tatsachlich an der Inaktivierung des TRAIL-R2 nach TRAIL-
Stimulation in Pankreaskarzinom-Zellen beteiligt ist. Entscheidende Hinweise darauf
konnte die vorliegende Arbeit bereits liefern. Dartber hinaus muss die Funktion der
Caspase-10 evaluiert werden. Auch hier koénnten siRNA-Versuche und die
Verwendung von spezifischen Caspase-Inhibitoren weiteren Aufschluss liefern, der
direkte klinische Relevanz haben konnte.

Insbesondere aber muss auch die Aufgabe des TRAIL-R2 im Zusammenhang mit
der beschriebenen Kernlokalisation und Interaktion mit Splicing-Proteinen geklart
werden. Zunachst sollte mittels Western-Blot-Technik eine Assoziation von TRAIL-R2
und identifizierten Kernproteinen verifiziert werden. Die Identifizierung einer Funktion
des TRAIL-R2 im Zusammenhang mit der Regulation der Genexpression und des
Splicing sollte bei entsprechender Verifizierung der beschriebenen Phanomene das
Ziel sein.

Hinzu kommt, dass in allen beschrieben Effekten die Aufgabe des endogen
exprimierten TRAIL unklar bleibt. Untersucht werden sollte deshalb, welche Rolle das
endogene TRAIL Gbernimmt. Hierzu kann TRAIL mittels siRNA oder antagonistischer
Antikdrper inhibiert werden. AnschlieBende Untersuchung der TRAIL-induzierten
Apoptose, pro-inflammatorischen  Antwort, Kernlokalisation von TRAIL-R2,
Assoziation von TRAIL-R2 mit Caspase-10 und Kernproteinen konnte weiteren
Aufschluss Uber die Rolle des endogenen TRAIL geben. Als weiteres Werkzeug fur
zukinftige Experimente stehen chimare TRAIL-Rezeptor-Mutanten zur Verfligung,
bei denen die intrazellulare Doméne des CD40 durch die intrazellulare Doméane des
TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 ersetzt wurde. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die

Rezeptor-Mutanten bereits in Panc89 Zellen transfiziert und stabile Klone generiert



47 Ausblick und Fazit

(Daten nicht gezeigt). Auch die Verwendung dieser Rezeptor-Mutanten kénnte bei
der Klarung der offenen Fragen helfen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war ein besseres Verstandnis der TRAIL-induzierten
Signalubertragung in Hinblick auf die beiden Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-
R2. Die Ergebnisse der Arbeit machen deutlich, dass weitere intensive Arbeit
erforderlich ist, um insbesondere bisher unbeschriebene Aufgaben von TRAIL-
Rezeptoren zu verstehen. Dieses Verstandnis ist unabdingbar fur den sicheren,

therapeutischen Einsatz von TRAIL oder TRAIL-Rezeptor-Agonisten.
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6. Zusammenfassung

Das Pankreaskarzinom hat trotz chirurgischer und chemotherapeutischer Therapie
eine infauste Prognose. Seit einiger Zeit wird TRAIL als neue Therapieoption fur
Malignome erprobt. TRAIL ist ein Todesligand, der in Tumorzellen Apoptose
auslosen kann, andere Zellen jedoch unbeschadet lasst. Neben TRAIL werden auch
monoklonale agonistische Antikdrper gegen TRAIL-Rezeptoren in klinischen Studien
eingesetzt. Da TRAIL an zwei unterschiedliche Todesrezeptoren (TRAIL-R1 und
TRAIL-R2) binden kann, wurden in der vorliegenden Arbeit die spezfischen
Funktionen der beiden Rezeptoren in Pankreaskarzinom-Zellen untersucht.

Die TRAIL-Rezeptor-Expression von Pankreaskarzinom-Zelllinien wurde mittels
Western-Blot und Durchflusszytometrie analysiert. Pankreaskarzinom-Zellen wurden
mit TRAIL oder mit, bereits in klinischen Studien evaluierten, agonistischen
Antikdrpern HGS-ETR1 (aktiviert TRAIL-R1) und HGS-ETR2 (aktiviert TRAIL-R2)
stimuliert. Zur Hemmung des jeweiligen Rezeptors wurden antagonistische anti-
TRAIL-R1/-TRAIL-R2-Antikérper verwendet. Zur Inhibition von PKC wurde GO6983
und zur Inhibition von MEK UO126 eingesetzt. Vitalitat der Zellen wurde mittels
Kristallviolett-Assay, NF-«B-Induktion mittels Electrophoretic Mobility Shift Assay
(EMSA) und Sezernierung von IL8 mittels ELISA bestimmt. Rezeptor-Lokalisation
wurde mittels Immunfluoreszenz, die Rezeptorkomplexe wurden mittels
Immunoprazipitation analysiert.

Die Ergebnisse zeigten, dass alle untersuchten Pankreaskarzinom-Zelllinien TRAIL-
R1 und TRAIL-R2 auf der Zelloberflache exprimierten. Weiter induzierte TRAIL in
diesen Zellen Apoptose und eine pro-inflammatorische Antwort (NF-xB und IL-8).
Interessanterweise zeigte der Einsatz von antagonistischen Antikérpern gegen
TRAIL-R1 bzw. -R2 in Kombination mit TRAIL-Stimulation, dass die TRAIL-induzierte
Apoptose und nicht-apoptotische Antwort fast ausschlielich Uber TRAIL-R1
vermittelt wird. Dass jedoch beide Rezeptoren potentiell funktionsfahig sind, zeigte
die Stimulation mit agonistischen Antikorpern. Sowohl HGS-ETR1 als auch HGS-
ETR2 induzierten Apoptose, NF-kB und IL-8. Die Analyse der Rezeptorkomplexe
zeigte, dass TRAIL-Stimulation zur Entstehung von Heterokomplexen aus TRAIL-R1
und TRAIL-R2, die Stimulation mit agonistischen Antikérpern hingegen zur
Entstehung von Homokomplexen aus entweder TRAIL-R1 oder TRAIL-R2 flhrt.

Weiter konnte nach TRAIL-Stimulation eine weitere, kleinere TRAIL-R2-Form
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identifiziert werden, die in der Molekulargrol3e einer nicht-glykosilierten Form
entspricht. Die Untersuchung von Signaltransduktionswegen zeigte, dass die
Hemmung von MEK Pankreaskarzinom-Zellen fur TRAIL-vermittelte Apoptose
ausschlie3lich Uber TRAIL-R1 sensibilisiert. Hingegen sensibilisiert die Hemmung
von PKC die TRAIL-vermittelte  Apoptose Uber beide Rezeptoren.
Immunhistochemische Untersuchungen zeigten, dass TRAIL-R1 und -R2 auf der
Zellmembran und im Zytoplasma lokalsiert sind. Interessanterweise konnte TRAIL-
R2 zusatzlich auch im Zellkern nachgewiesen werden. Parallel durchgefiihrte
Immunprazipitation mit anschlielender Sequenzierung und Identifizierung der
Rezeptor-assoziierten Proteine zeigte, dass TRAIL-R2 (nicht aber TRAIL-R1) mit
zahlreichen Kernproteinen assoziiert ist, die am Splicing und der Regulation der
Genexpression beteiligt sind.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass Pankreaskarzinom-
Zellen funktionsfahigen TRAIL-R1 und TRAIL-R2 exprimieren, die nach selektiver
Stimulation beide Apoptose auslésen konnen. Die apoptotische und pro-
inflammatorische Antwort nach Stimulation mit dem nattrlichen Liganden TRAIL wird
jedoch nahezu ausschlie3lich tber TRAIL-R1 vermittelt. Interessanterweise kann der
TRAIL-R2 durch die Hemmung der anti-apoptotischen PKC reaktiviert werden. Eine
maogliche Erklarung fur die Inaktivitatt des TRAIL-R2 ist die Bildung von
Heterokomplexen nach TRAIL-Stimulation oder der Einfluss der nicht-glykosilierten
TRAIL-R2-Form. Zusatzlich lieferten die Ergebnisse dringende Hinweise auf die

Beteiligung von TRAIL-R2 an Splicing- und Genregulationsvorgangen.
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