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ERK extracellular regulated kinase 
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HMGA2 High mobility group A2 
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IL-6 Interleukin 6 

IL-8 Interleukin 8 

IəBŬ inhibitor of NF-əBŬ 

i.p. Intraperitoneal 

IVC individually ventilated cages 

JNK/ SAPK c-Jun N-terminal kinases/ stress-activated 
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ligand 
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RIP1 receptor interacting protein 1 

RIPA Radio-Immunoprecipitation Assay 
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SD Standardabweichung 

SDS sodium dodecyl sulfate 
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Smac/ DIABLO second mitochondria- derived activator of 

caspases/ direct IAP binding protein with low 

PI 
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TBS Tris-Buffered Saline 

TBS-T Tris-buffered saline-Tween 

TNF-SF Tumor-Nekrose-Faktor-Superfamilie 

TNF-Ŭ Tumor necrosis factor-Ŭ 

TRAF-2 TNF-receptor associated factor-2 

TRAIL Tumor necrosis factor-related apoptosis-

inducing ligand 

TRAIL-R1 TRAIL-Rezeptor 1 

TRAIL-R2 TRAIL-Rezeptor 2 
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TRAIL-R4 TRAIL-Rezeptor 4 

V Volt 

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
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I. Zusammenfassung 
Das duktale Adenokarzinom des Pankreas gehört mit einer 5-Jahres-Überlebensrate von 8% 

zu den fatalen malignen Krebserkrankungen. Laut einer unlängst veröffentlichten 

Hochrechnung für die USA wird im Jahre 2030 das Pankreaskarzinom auf die zweite Stelle 

der krebsbedingten Todesfälle vorrücken. Der einzige kurative Therapieansatz ist bisher die 

chirurgische Resektion des Karzinoms, wobei dies nur bei 10 - 15 % der Patienten nach 

Diagnosestellung durchführbar ist. Strahlen- und Chemotherapie werden nach 

Tumorresektion oder beim fortgeschrittenen Pankreaskarzinom angewandt. Da die Tumore 

oftmals therapieresistent sind, ist diese Form der Therapie wenig erfolgversprechend. Somit 

ist eine Entwicklung von neuen Therapieansätzen für die Behandlung des 

Pankreaskarzinoms dringend erforderlich. 

Der TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) kann über die Bindung an seine 

membranständigen Todesrezeptoren, TRAIL-R1 und TRAIL-R2, Apoptose in Krebszellen, 

nicht jedoch in transformierten Zellen, auslösen. Hierfür werden gegenwärtig agonistische, 

Rezeptor-spezifische Antikörper in klinischen Studien für die Behandlung verschiedener 

Tumorentitäten erprobt. Allerdings zeigen viele Tumorzellen Resistenzen gegenüber der 

apoptotischen TRAIL-Wirkung und weisen verstärkt TRAIL-vermittelte nicht-apoptotische, 

pro-inflammatorische Effekte auf. 

Eine aussichtsreiche Therapiemöglichkeit bietet eine neue rekombinante Form von TRAIL, 

das APG350. In ersten Untersuchungen an Brust-, Hirn-, Lungen- und Kolontumorzelllinien 

konnte gezeigt werden, dass dieser hexamere TRAIL-Rezeptor-Agonist effektiv den Zelltod 

in Tumorzellen durch die Multimerisierung der TRAIL-Rezeptoren an der Plasmamembran 

auslöst. Die Wirkung von APG350 auf Pankreasadenokarzinomzellen ist bisher nicht 

bekannt und wurde in der vorliegenden Arbeit in vitro und in vivo untersucht. 

In den in vitro Versuchen konnte bei identischer massenbezogenen Konzentration der 

Substanzen gezeigt werden, dass hexameres APG350, genauso effektiv wie trimeres TRAIL, 

die apoptotische Signalkaskade in PancTuI-Zellen induzierte. Dagegen führte die Stimulation 

der Panc89- und Colo357-Zellen mit hexameren APG350 zur schwächeren Induktion der 

Apoptose als trimeres TRAIL. Beide Substanzen induzierten in gleichem Ausmaß Apoptose 

in der Apoptose-resistenten Zelllinie Colo357 Bcl-xL, jedoch war die Ausprägung der 

Apoptose im Vergleich zur parentalen Colo357-Zelllinie signifikant verringert. Parallel zu der 

Aktivierung des apoptotischen Signalweges, wurden durch trimeres TRAIL auch nicht-

apoptotische, pro-inflammatorische Signalwege induziert. Der Vergleich von den zwei 

TRAIL-Varianten bei gleicher massenbezogener Konzentration zeigt, dass das hexamere 
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APG350 weniger stark die Signalwege p38, JNK und NF-əB in Panc89- und Colo357-Zellen 

induziert. In diesen Zellen wurde auch eine verminderte IL-8-Induktion durch APG350 

nachgewiesen. 

In den in vivo Untersuchungen in einem orthotopen Xenograft-Transplantationsmodell an 

SCID beige Mäusen zeigt sich, dass die Behandlung mit hexameren APG350 das Wachstum 

von primären PancTuI- bzw. Colo357-Tumoren signifikant reduzierte. Die Therapie mit 

APG350 verringerte ebenfalls signifikant das Wachstum von PancTuI-Rezidivtumoren und 

reduzierte weiterhin die Anzahl der Colo357-Vektor-Rezidivtumore in den Mäusen. 

Demgegenüber konnte keine Reduktion in den Apoptose-resistenten Colo357 Bcl-xL-

Tumoren, weder im Primärtumorwachstum noch im Rezidivtumorwachstum, erzielt werden. 

In allen durchgeführten in vivo Experimenten führte die APG350-Behandlung zur 

Verminderung der Lebermetastasierung. 

Zusammenfassend stellt die Behandlung mit dem neuen hexavalenten TRAIL-Rezeptor-

Agonisten APG350 ein vielversprechender Ansatz für die Eliminierung von Apoptose-

sensitiven und von Apoptose-resistenten geringe Mengen an Bcl-xL-exprimierenden 

Pankreaskarzinom-Zellen dar. Weiterhin führt APG350 zur verminderten Aktivierung nicht-

apoptotischer, pro-inflammatorischer Signalwege in Pankreaskarzinom-Zellen und zur 

Reduktion der Lebermetastasierung in den durchgeführten orthotopen Xenograft-Versuchen 

mit Apoptose-sensitiven und Apoptose-resistenten Pankreaskarzinom-Zellen. 
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II. Summary 
The pancreatic ductal adenocarcinoma is one of the most malignant cancer disease with a 5-

year survival rate of 8 %. According to a recently published projection for the Unites States, 

pancreatic cancer deaths become the second leading causes of cancer-related death in 

2030. The only curative therapy is still the surgical resection of the tumor, but this can only 

be performed in 10 - 15 % of the patients. Radio- and chemotherapy are applied after tumor 

resection or for advanced pancreatic tumors.  However, the effects of this form of therapy are 

limited because of tumor resistance. Thus, development of new therapeutic approaches is 

urgently needed for the treatment of pancreatic cancer. 

The TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) induces to its membrane bound death 

receptors, TRAIL-R1 and TRAIL-R2, apoptosis in tumor cells but not in transformed cells. 

Therefore, a recombinant form of soluble TRAIL and agonistic antibodies that specifically 

target TRAIL-R1 or TRAIL-R2 are tested in clinical trials for the treatment of different tumor 

entities. Unfortunately, a wide range of tumor cells show resistance to TRAIL-therapy and 

exhibit TRAIL-induced non-apoptotic, pro-inflammatory signaling.  

The novel recombinant form of TRAIL, APG350, offers a promising treatment option. First 

study on brast-, brain-, lung- and coloncarcinom cell lines showed that this hexavalent TRAIL 

receptor agonist induces cell deth effectively in tumor cells by multimerization of TRAIL 

receptors on the plasma membrane without additional crosslinking. The effect of APG350 on 

pancreatic tumor cell lines is unknown so far and has been investigated in the present study 

in vitro and in vivo. 

The in vitro studies reveal that hexameric APG350 induces apoptosis similar to trimeric 

TRAIL by identical mass concentration in PancTuI-cells. In contrast, stimulation of Panc89- 

and Colo357-cells with trimeric TRAIL led to an emended induction of apoptosis as 

hexameric APG350. With respect to tumor cell lines with different sensitivity, both TRAIL-

variants induce apoptosis in the same range in resistant Colo357 Bcl-xL cells, but this 

induction was significantly reduced in comparision to Colo357 cells. It was observed that in 

parallel to the activation of the signaling pathway, trimeric TRAIL induces also non-apoptotic, 

pro-inflammtory signaling pathways. Comparing the two TRAIL-variants by uniform mass 

concentration, hexameric APG350 induces signaling pathway p38, JNK and NF-əB less 

stronger than trimeric TRAIL in Panc89- and Colo357-cells. In these cells a decreased IL-8 

induction was detected by APG350. 

Studies in orthotopic xenograft transplantation model of SCID beige mice show that the 

treatment with hexameric APG350 significantly reduces the growth of primary PancTuI- and 
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Col357 vector-tumors. Therapy with APG350 also decreases the growth of PancTuI-

recurrent tumors and furthermore the number of Colo357 vector-recurrent tumors in mice. In 

contrast to that, no reduction in apoptotic-resistant Bcl-xL-overexpressing Colo35-tumors, 

neither in primary growth nor in recurrent tumor growth, can be achieved. However, APG350 

treatment led to a reduction of liver metastases in all performed in vivo experiments. 

In summary, treatment with the hexavalent TRAIL receptor agonist APG350 represents a 

promising therapeutic agent for the elimination of apoptotic-sensitive tumor cells and 

apoptotic-resistant tumors cells with low Bcl-xL-expression. Furthermore, APG350 leads to a 

reduced activation of non-apoptotic pro-inflammatory signaling in pancreatic cancer cells and 

diminish liver metastases in orthotopic xenograft experiments with sensitive and resistant 

pancreatic cancer cell lines. 
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1. Einleitung 

1.1 Das Pankreaskarzinom 

Hinsichtlich der funktionellen Differenzierung der Malignome des Pankreas wird zwischen 

exokrinen und endokrinen Pankreastumoren unterschieden. 95 % aller Pankreastumore 

entstehen aus dem exokrinen Teil des Pankreas (Klinke et al., 2005). Von den exokrinen 

Tumoren kommen duktale Adenokarzinome (pacreatic ductal adenocarcinoma, PDAC) mit 

ca. 95 % am häufigsten vor. Die anderen 5 % sind den muzinös-zystischen Tumoren 

zuzuordnen (Seufferlein et al., 2013). 

 

1.1.1 Epidemiologie und Risikofaktoren 

Im Jahr 2010 erkrankten in Deutschland über 16.000 Männer und Frauen am duktalen 

Pankreaskarzinom. Da die Mehrzahl der befallenen Patienten an dieser Erkrankung 

verstarben, ist die Inzidenzrate nahezu mit der Sterberate gleichzusetzen (Robert Koch-

Institut, 2013). Die relative 5-Jahres-Überlebensrate liegt für beide Geschlechter bei 8 %. 

Somit weist das Pankreaskarzinom die niedrigste Überlebensrate aller Krebserkrankungen 

auf. Diese Krebsart ist die vierthäufigste Todesursache und das durchschnittliche 

Erkrankungsalter liegt für Männer bei 71 und für Frauen bei 75 Jahren (Robert Koch-Institut, 

2013). 

Laut Statistik des Robert Koch-Institutes von 2013 wird die Zahl der Neuerkrankten in den 

nächsten Jahrzenten weiter steigen. Die Fachzeitschrift Cancer Research veröffentlichte 

jüngst die Prognose, dass das Pankreaskarzinom im Jahre 2030 in den USA auf Platz zwei 

der krebsrelevanten Todesursachen noch vor Leber-, Kolon- und Brustkrebs in Erscheinung 

treten könnte (Rahib et al., 2014). 

Als Risikofaktoren sind Lebensgewohnheiten wie exzessiver Alkohol- und Tabakkonsum zu 

nennen, die die Entwicklung des Pankreaskarzinoms begünstigen können (Talamini et al., 

1999; Talamini et al., 1999; Nilsen et al., 2000; Ye et al., 2002; Duell et al., 2002; Villeneuve 

et al., 2004; Larsson et al., 2005; Brown, 2005). Desweiteren ist bekannt, dass chronische 

Pankreaserkrankungen (chronische Pankreatitis), Fettleibigkeit (Adipositas) und Diabetes 

mellitus Typ 2 mit dieser Krebsart assoziiert sind (Michaud et al., 2001; Larsson et al., 2005; 

Patel et al., 2005; Rapp et al., 2005; Chari et al., 2005). Darüberhinaus belegen mehrere 

Studien, dass genetische Faktoren einen Einfluss auf die Entstehung eines Karzinoms 

haben und gehäuft Mutationen des KRAS Oncogens und der Tumorsuppressorgene P53, 

P16- und DPC4/SMAD4 in PDAC vorkommen (Moore et al., 2001; Jaffee et al., 2002; Sipos 

et al., 2003). 
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1.2.2 Diagnose und Therapie 

Trotz neuer und verbesserter therapeutischer Verfahren in der molekularen und klinischen 

Onkologie, ist die Überlebensrate für Patienten mit einem duktalen Adenokarzinom des 

Pankreas besonders gering. Das Erkennen der Krankheit im frühen Stadium erweist sich als 

schwierig, da die bösartige Neubildung keine bzw. nur unspezifische Symptome verursacht 

(Robert Koch-Institut, 2013). 

Die einzige kurative Therapie beim PDAC ist die chirurgische Operation mit dem Ziel einer 

R0-Resektion (Doi et al., 2008). Allerdings ist diese nur im Falle von 10 bis 15 % der 

Patienten möglich (Lim et al., 2003). Darüber hinaus entwickeln 80 % der operierten 

Patienten eine Rezidiverkrankung (Bilimoria et al., 2007). Daher liegt die 5-Jahres-

Überlebensrate nach erfolgter Resektion des Tumors bei ca. 20 % (Wagner et al., 2004). 

Eine späte Diagnosestellung, die daraus folgende geringe kurative Resektionsrate sowie 

eine frühzeitige Metastasierung verschlechtern die Prognose der 

Pankreaskarzinompatienten. 

Nach R0 Resektion gilt eine adjuvante Chemotherapie mit Gemcitabine bzw. 5-FU (5-

Fluorouracil) als Therapiestandard für das Pankreaskarzinom (Neoptolemos et al., 2004; 

Oettle et al., 2007). Jedoch kann damit das Gesamtüberleben der Patienten nicht 

verbessertet werden (Goldstein et al., 2015; Petrioli et al., 2015). 

Beim lokal fortgeschrittenen Pankreaskarzinom wird eine Radiotherapie mit Gemcitabin bzw. 

5-FU oder eine Chemotherapie als Einzelgabe empfohlen (Burris et al., 1997; Yip et al., 

2006). Für das metastasierte Pankreaskarzinom konnte gezeigt werden, dass Gemcitabin in 

Kombination mit den Medikamenten Elortinib bzw. Nab-Pacitaxel das Gesamtüberleben im 

Vergleich zur Monotherapie um ca. 2 Monate verlängerte (Moore et al., 2007; Hoff et al., 

2013; Goldstein et al., 2015). Der Einsatz von FOLFIRINOX (Kombination aus 5-

FU/Folinsäure, Irinotecan und Oxaliplatin)  für eine palliative Therapie ist umstritten, da 

Patienten zwar vereinzelt von der Behandlung profitieren, jedoch dies auch mit erheblichen 

Nebenwirkungen verbunden ist (Conroy et al., 2011). Zusammenfassend sind neue 

Therapieansätze für die Behandlung des duktalen Adenokarzinoms des Pankreas dringend 

erforderlich. 
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1.3 Das TRAIL/ TRAIL-Rezeptor-System 

Tumor necrosis factor (TNF)-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) gehört zur TNF-

Superfamilie. Mitglieder dieser Superfamilie, wozu auch Cluster of differentiation 95 (Fas-/ 

Apo-1)-Ligand (CD95L/ FasL/ Apo-1L) und Tumor necrosis factor-Ŭ (TNF-Ŭ) gehören, 

besitzen vielfältige biologische Aufgaben. Sie sind unter anderem an der Co-Stimulation von 

T-Zellen, der Proliferation und Differenzierung von B-Zellen sowie an der 

Makrophagenaktivierung beteiligt (Beutler et al., 1994, Smith et al., 1994, Gruss et al., 1995). 

Darüber hinaus regulieren diese Moleküle durch die Aktivierung des programmierten Zelltods 

die Eliminierung von unerwünschten Immunzellen. Die TNF-SF-Mitglieder werden von 

differenzierten Lymphozyten exprimiert und sind als wichtige Mediatoren der Apoptose bei 

der Regulation der Immunantwort unumgänglich (Smyth et al., 2003). 

Eine best untersuchte Form des programmierten Zelltods ist die Apoptose. Die Apoptose 

kann durch zwei verschiedene Signalwege, den intrinsischen und den extrinsischen, 

eingeleitet werden. Ersterer wird beispielsweise bei DNA-Schäden in der Zelle über die 

Regulation von intrazellulären Molekülen der B-cell lymphoma-2-(Bcl-2)-Familie initiiert. Der 

extrinsische Apoptosesignalweg wird über die sogenannten Todesrezeptoren auf der 

Plasmamembran eingeleitet. 

In den 90er Jahren wurde große Hoffnung in das Molekül TNF-Ŭ als potentielles 

Antitumortherpeutikum gelegt, da es Apoptose und Nekrose in einigen Tumorzellen auslöst. 

Jedoch induzierte die systemische Applikation von TNF-Ŭ auch sehr starke, unerwünschte 

Effekte, wie Hepatotoxizität und Hypotonie (Creagan et al., 1988; Roberts et al., 2011). 

Aufgrund der effektiven Induktion von Zelltod in Tumorzellen stellte der Ligand CD95 ein 

vielversprechendes Molekül für die Krebstherapie dar. Allerdings hat sich herausgestellt, 

dass die systemische Applikation von CD95L zu einer letalen Schädigung humaner 

Hepatozyten führte (Ogasawara et al., 1993). 

Untersuchungen der letzten Jahrzehnte haben bewiesen, dass eher die Blockierung von 

TNF-Ŭ bzw. von CD95L eine vielversprechendere Therapieoption zu sein scheint, als die 

Aktivierung dieser. 

Interessanterweise wurde das TNF/ TNF-R- und CD95/ CD95L-System im letzten Jahrzehnt 

vermehrt Gegenstand intensiver Forschungen, da die Inhibition von CD95L 

vielversprechende Ansätze in der Krebstherapie darstellen (Balkwill, 2009; Tuettenberg et 

al., 2012; Wick et al., 2014). 
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1.3.1 TRAIL und seine Rezeptoren 

TRAIL, auch Apo2L genannt, wurde ursprünglich aufgrund seiner Sequenzhomologie der 

extrazellulären Domäne zu CD95L (28 % identisch) und zu TNF (23 % identisch) identifiziert 

(Wiley et al., 1995, Pitti et al., 1996). TRAIL ist ein Typ-II Membranprotein, welches aus 281 

Aminosäuren in der humanen und 291 Aminosäuren in der murinen Form besteht. Diese 

sind 65 % homolog zueinander. Das TRAIL-Gen ist auf dem Chromosom 3 an der Position 

3q26 lokalisiert (Wiley et al., 1995). Das Protein kommt membrangebunden und löslich vor. 

Das lösliche Protein besitzt eine Größe von 28 kDa, während das native Molekül als 

multimere Form ein Molekulargewicht von zirka 80 kDa aufweist (Wiley et al., 1995). 

TRAIL wird in verschiedenen Gewebetypen von Immunzellen, vor allem B-Zellen, T-Zellen, 

dendritischen Zellen und Makrophagen exprimiert und dient dazu, krankhafte Zellen durch 

das Einleiten des programmierten Zelltods zu eliminieren (Wiley et al., 1995; Pitti et al., 

1996).  

TRAIL kann an vier membranständige Rezeptoren binden. Zwei dieser Rezeptoren werden 

TRAIL-R1 (DR4) (Pan & OôRourke et al., 1997) und TRAIL-R2 (DR5) (Pan & Ni et al., 1997, 

Sheridan et al., 1997, Walczak et al., 1997, Wu et al., 1997) genannt und sind in der Lage, 

Apoptose auszulösen, weshalb sie auch als Todesrezeptoren bezeichnet werden. Wie bei 

allen Todesrezeptoren, besitzen auch diese eine intrazelluläre Todesdomäne (death-domain, 

DD). Diese Molekül-Molekül-Interaktionsdomäne, bestehend aus sechs bis sieben Ŭ-Helices, 

ist für die Apoptoseinduktion essentiell (Lahm et al., 2003).  

TRAIL-R3 (DcR1) (Degli-Esposti et al., 1997; Pan & Ni, et al., 1997; Sheridan et al., 1997) 

und TRAIL-R4 (DcR2) (Degli-Esposti et al., 1997; Marsters et al., 1997) besitzen keine DD 

und können daher die Apoptose nicht auslösen. Sie werden auch Decoy-Rezeptoren 

genannt, weil sie durch die kompetitive TRAIL-Bindung die TRAIL-R1- bzw. TRAIL-R2-

vermittelte Apoptose hemmen können. 

 TRAIL-R3 ist ohne intrazelluläre Domäne und mittels Glykosylphosphatidylinositol-(GPI-) 

Anker in der Zellmembran verankert. Der TRAIL-R4 hat eine verkürzte, nicht funktionale 

zytoplasmatische DD. Degli-Esposti et al. haben gezeigt, dass dieser Rezeptor den nuclear 

factor Ăkappa-light-chain-enhancerñ of activated B-cells-(NF-əB)-Signalweg aktiviert und 

Tumorzellen vor TRAIL-vermittelter Apoptose schützen kann (Degli-Esposti et al., 1997).  

Neben der Bindung an die Plasmamembranrezeptoren kann TRAIL auch an einen löslichen 

Rezeptor namens Osteoprotegerin (OPG) binden. Dieser spielt eine wichtige Rolle bei der 

Knochenentstehung und wurde zunächst als Rezeptor für den receptor activator of nuclear 

factor kappa B ligand (RANKL) identifiziert. Jedoch konnten Emery et al. zeigen, dass OPG 

auch die Fähigkeit besitzt den TRAIL zu binden (Emery et al., 1998). 
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1.3.2 Der TRAIL-vermittelte apoptotische Signalweg 

Die am besten charakterisierte Funktion von TRAIL ist die Induktion der Signalkaskade, an 

deren Ende der programmierte Zelltod eingeleitet wird. Wie auch bei anderen TNF-SF 

Mitgliedern kann TRAIL Homotrimere formen, die drei Rezeptoren binden können. Das Zink-

Atom, welches durch Cysteine im trimeren Liganden verknüpft wird, ist für die Stabilisierung 

des Trimers und demnach für eine optimale biologische Aktivität fundamental (Bodmer et al., 

2000). Trimerisiertes TRAIL bindet an der Zelloberfläche TRAIL-R1 sowie TRAIL-R2 und 

führt damit zur Homo- oder Heterotrimerisierung der Todesrezeptoren, was in Kosequenz die 

Entstehung des sogenannten death-inducing signaling complex (DISC) einleitet. Die nun 

geclusterten Todesdomänen der TRAIL-Rezeptoren rekrutieren jetzt das Fas-associated 

death domain protein (FADD) und die sogenannten Initiatorcaspasen (Caspase-8/-10). 

FADD besitzt auch eine death effector domain (DED), welche an die DED von 

cysteinylabhängigen aspartatspezifischen Proteasen (Caspasen) bindet. Die aktivierten 

Caspasen-8 und -10 spalten sich autokatalytisch in große und kleine Untereinheiten. Diese 

bilden Heterotetramere, die die Effektorcaspasen-3 und -7 aktivieren. Die Caspase-3 und -7 

werden gespalten und induzieren somit den Zelltod (Falschlehner et al., 2007). Dieser 

Signalweg wird von sogenannten Typ-I-Zellen genutzt, in denen die über die DISC-Bildung 

aktivierte Menge von Caspase-8 für die Auslösung der Apoptose ausreicht (Abbildung 1.2). 

Im Gegensatz dazu benötigen sie sogenannten Typ-II-Zellen die Verstärkung des initialen 

Signals durch die Aktivierung der Mitochondrien. In diesen Zellen reicht die geringe DISC-

Formierung nicht aus, um Caspase-8/-10 zu aktivieren. 

Die Einteilung der Zellen in Typ-I/ Typ-II gilt sowohl für das CD95- als auch für das TRAIL-

System (Scaffidi et al., 1998; Özören et al., 2002). Eine bedeutende Rolle spielt das Protein 

X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP), welches in Typ-II-Zellen stark vorhanden ist und die 

Aktivierung von Caspase-3 inhibiert. Somit ist in diesen Zellen die Induktion des 

mitochondrialen Apoptoseweges unumgänglich (Jost et al., 2009). In den Typ-II-Zellen führt 

die Aktivierung von Caspase-8 nach der Bindung des Liganden an die Todesrezeptoren zur 

Spaltung des zur proapoptotischen Bcl-2-Familie gehörenden Bcl-2 homology domain 3 

interacting domain death agonist (Bid) zum verkürzten Bid (truncated Bid/ tBid). Folglich 

werden die proapoptotischen Bcl-2-Mitglieder Bcl-2 associated X protein (Bax) und Bcl-2 

homologous antagonist/ killer (Bak) aktiviert und damit die äußere Mitochondrienmembran 

permeabilisiert. Die Proteine Cytochrom C, apopotic protease activating factor-1 (Apaf-1) und 

second mitochondria- derived activator of caspases/ direct IAP binding protein with low PI 

(Smac/ DIABLO) werden freigesetzt. Cytochrom C und Apaf-1 bilden im Zytosol einen 

Multiproteinkomplex, der die Caspase-9 aktiviert. Diese aktiviert die Caspase-3, was zum 

Tod der Zelle führt (Falschlehner et al., 2007). 
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Abbildung 1.1: TRAIL-vermittelte Aktivierung des apoptotischen Signalweges. 

TRAIL-Bindung an TRAIL-R1 und TRAIL-R2 rekrutiert FADD und Caspase 8. Weiterhin wird das anti-

apoptotische Protein cFlip rekrutiert, das mit seiner DED an die DED von FADD binden kann und 

somit in Konkurrenz zu Caspase-8 und -10 steht. Der entstehende Multiproteinkomplex wird DISC 

genannt. DISC aktiviert die Caspasen-8 und -10, die autokatalytisch gespalten werden. Daraufhin 

werden die Caspasen-3 und -7 aktiviert und im autokatalytischen Prozess gespalten. Somit wird die 

Apoptose in Typ-I-Zellen eingeleitet. In Typ-II-Zellen spaltet Caspase-8 das proapoptotische Protein 

Bid. Gespaltenes Bid aktiviert an der äußeren Mitochondrienmembran die Proteine Bax und Bak, die 

wiederum die Permeabilisierung der äußeren Mitochondrienmembran einleiten. Cytochrom C, Apaf-1 

und Smac/DIABLO werden aus dem Intermembranraum freigelassen. Aus mehreren Cytochrom C 

und Apaf-1 Molekülen entsteht zusammen mit der Caspase-9 ein Multiproteinkomplex, das 

sogenannte Apoptosom. Caspase-3 und -7 werden gespalten und somit die Apoptose in diesem 

Zelltyp induziert. Neben der Aktivierung des apoptotischen Signalweges ist Caspase-8 in der Lage, 

nicht-apoptotische Signalwege (NF-əB, JNK und ERK) zu aktivieren (Falschlehner et al., 2007). 

 

Eine weitere Form des programmierten Zelltod ist die Nekroptose, die caspaseunabhängig 

abläuft. Die Nekroptose kann durch die Aktivierung der TRAIL-Rezeptoren über die Bildung 

des Komplexes RIPK1/ RIPK3 (activation of receptor-interacting protein kinase 1/3) 

eingeleitet werden und findet parallel oder unabhängig von der Apoptose in Zellen statt 

(Bröker et al., 2005; Vandenabeele et al., 2010). Die Nekroptose stellt eine Alternative zum 

apoptotischen Signalweg dar, um in Tumorzellen mit geringer Menge an Caspasen, effektiv 

Zelltod auszulösen. 
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1.3.3 TRAIL-Resistenz 

Untersuchungen zur TRAIL-Wirkung machten deutlich, dass eine Vielzahl von primären 

Tumorzellen und etablierten Tumorzelllinien resistent gegenüber TRAIL-vermittelter 

Apoptose sind (Koschny et al., 2007). Infolgedessen wurde die TRAIL-Resistenz intensiv 

erforscht, und es stellte sich heraus, dass Resistenzmechanismen auf verschiedenen 

Ebenen der Signalkaskade vorkommen. Auf Plasmamembran-Ebene beeinflusst die 

Expression der TRAIL-Rezeptoren die Induktion der Apoptose. Eine Überexpression der 

Decoy-Rezeptoren schützt die Zellen vor TRAIL-vermittelter Apoptose, da TRAIL mit hoher 

Affinität auch an diese Rezeptoren binden kann (Sheridan et al., 1997; Walczak et al., 1997). 

Darüberhinaus kann TRAIL-R4 an beide Todesrezeptoren binden und somit die Entstehung 

des aktiven DISC hemmen. Ein weiterer Mechanismus der TRAIL-Resistenz stellt die eine 

erhöhte cellular FLICE inhibitory protein (cFlip-)-Expression und die damit verbundene 

Inhibierung der Inititatorcaspasen (Irmler et al., 1997; Kim et al., 2000; Ganten et al., 2004; 

Geserick et al., 2008). Außerdem konnte in manchen Zellen eine verminderte Expression 

von Caspase-8 als TRAIL-Resistenzmechanismus beschrieben werden (Hopkins-Donaldson 

et al., 2000). Auf mitochondrialer Ebene ist eine Überexpression von anti-apoptotischen 

Proteinen der Bcl-2-Familie, wie Bcl-2, Bcl-xL oder Mcl-1 (myeloid cell leukemia-1 protein), 

für die Inhibition der Apoptose verantwortlich (Hinz et al., 2000; Fulda et al., 2002; Taniai et 

al., 2004). Eine erhöhte XIAP-Expression ist ebenfalls ein beschriebener Mechanismus, wie 

die Zellen den TRAIL-vermittelten Zelltod entgehen. So wurde gezeigt, dass der XIAP-

Antagonist Smac/ DIABLO Melanomzellen, die viel XIAP exprimieren, sensitivieren kann 

(Zhang et al., 2001). 

 

1.3.4 TRAIL-vermittelte nicht-apoptotische Signalwege 

Es ist bekannt, dass TRAIL und seine Todesrezeptoren auch nicht-apoptotische, pro-

inflammatorische Signalwege aktivieren (Röder et al., 2011; Azijli et al., 2013). TRAIL-

Behandlung kann zur zur Aktvierung von extracellular regulated kinase (ERK), c-Jun N-

terminal kinases/ stress-activated protein kinases (JNK/ SAPK), p38, NF-əB, Proteinkinase C 

(PKC), Scr und Proteinkinase B (PKB)/ Akt führen (Trauzold et al., 2001; Trauzold et al., 

2006; Siegmund et al., 2007; Azijli et al., 2013). Daraus resultiert eine erhöhte Expression 

von anti-apoptotischen und pro-inflammatorischen Proteinen und folglich kommt es zu einer 

Hemmung der Apoptose sowie zu einer Steigerung der Proliferation, Migration und Invasion 

(Abbildung 1.2). In vivo konnte für apoptose-resistente PDAC-Zellen gezeigt werden, dass 

TRAIL eine Steigerung der Invasivität und Metastasierung herrufen kann (Trauzold et al., 

2006; Ishimura et al., 2006; Hoogwater et al., 2010). 
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Abbildung 1.2: Aktivierung von nicht-apoptotischen, pro-inflammatorischen Signalwegen 
durch TRAIL. 

Nach Bindung von TRAIL an die Rezeptoren R1 und R2 entsteht ein sekundärer Komplex mit TRAF-

2, RIP1 und Nemo/ IKKɔ. Es werden nicht-apoptotische, pro-inflammatorische Signalwege über die 

Aktivierung von ERK, JNK und NF-əB induziert, die zu Inflammation, zum invasiven Wachstum und 

zur malignen Progression führen (Azijli et al., 2013). 

 

1.3.5  Die Rolle von TRAIL-Rezeptoren bei der Malignität von Tumorzellen 

Tumorzellen besitzen die Fähigkeit, sich zu einem malignen Phänotyp zu entwickeln, der mit 

einer gesteigerten Zellproliferation, der Umgehung von Apoptose und einer erhöhten 

Invasivität des Tumors einhergeht (Hanahan et al., 2011). Viele Tumorzellen sind gegen 

TRAIL-induzierte Apoptose resistent und insbesondere in solchen Zellen ist die Fähigkeit der 

Todesrezeptoren die pro-inflammatorische Signalwege zu induzieren, die die Invasion und 

Metastasierung fördern, von hoher Relevanz für die Tumorprogression (Röder et al., 2011; 

Azijli et al., 2013).  
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Interessanterweise zeigen die meisten Tumore wenig bis keine plasmamembranständige 

Expression der TRAIL-Rezeptoren auf, aber hohe intrazelluläre Mengen von meistens 

TRAIL-R2, aber auch TRAIL-R1 (Bertsch et al., 2014). Dies deutet darauf hin, dass die 

intrazelluläre Lokalisation einen Wachstumsvorteil oder einen anderen Nutzen für die 

Tumorzellen bietet. 

Es stellte sich heraus, dass intrazelluläre TRAIL-Rezeptoren mit klinisch relevanten 

Paramtern bei unterschiedlichen Tumorentitäten korrelieren. So konnte gezeigt werden, dass 

eine hohe intrazelluläre Expression den Krankheitsverlauf bei Mammakarzinom- bzw. 

Kolonkarzinompatienten begünstigt und auch zu einem längeren Gesamtüberleben bei 

Patienten mit einem Glioblastom führt (Sträter et al., 2002; Kuijlen et al., 2006; Ganten et al., 

2009; Bavi et al., 2010). Für TRAIL-R2 ist beschrieben, dass eine hohe Expression mit einer 

schlechten Prognose für verschiedene Tumorentitäten assoziiert ist (Spierings et al., 2003; 

McCarthy et al., 2005; Cooper et al., 2008; Ganten et al., 2009; Macher-Goeppinger et al., 

2009; Elrod et al., 2010; Haselmann et al., 2014; Karstedt et al., 2015).  Es konnte weiterhin 

gezeigt werden, dass eine nukleäre Expression von TRAIL-R2 mit einer geringeren 

Überlebensrate bei Patienten mit einem Pankreaskarzinom einhergeht und dieser Rezeptor 

eine protumorale Wirkung ausübt (Haselmann et al., 2014). Im Nukleus interagiert TRAIL-R2 

mit dem Micropozessorkomplex Drosha/DGCR8 und seinen Interaktionspartnern p68, NF45 

und hnRNPA1. Dabei kommt es zur Inhibition der Reifung der miRNA Let-7 und infolge 

dessen zum Anstieg der Level seiner Targets Lin28B und HMGA2 (Haselmann et al., 2014). 

Das high mobility group A2 (HMGA2) ist ein Transkriptionsfaktor, der in der Pathogenese 

und der Progression von bösartigen Tumoren eine Rolle spielt. Es konnte für das 

Pankreaskarzinom eine hohe HMGA2-Expression nachgewiesen werden und diese hohen 

Level gehen mit einem hohen Tumorgrading, einem gesteigerten Lymphknotenbefall und 

einer schlechten Prognose für die Patienten einher (Hristov et al., 2009; Piscuoglio et al., 

2012; Haselmann et al., 2014). 

 

1.3.5 Klinische Entwicklung der TRAIL-basierten Tumortherapie 

Da TRAIL nach Interaktion mit den Todesrezeptoren TRAIL-R1 und TRAIL-R2 spezifisch in 

Tumorzellen die Apoptose auslösen kann und nicht-transformierte Zellen dabei ausspart, ist 

die Entwicklung von TRAIL-Konstrukten für die Tumortherapie in den Vordergrund getreten 

(Walczak et al., 1999; Ashkenazi et al., 1999; Jo et al., 2000; El-Deiry, 2001; Schmaltz et al., 

2002; Seki et al., 2003). Es wurden Konstrukte entwickelt, die entweder an beide Rezeptoren 

(rekombinantes TRAIL) oder spezifisch an TRAIL-R1 bzw. TRAIL-R2 (agonistische TRAIL-

Rezeptor spezifische Antikörper bzw. Muteine) binden und dadurch die apoptotische 

Signalkaskade einleiten kann. Die als TRAIL-Rezeptor-Agonisten zusammengefassten 

Substanzen werden ausgiebig als Monotherapie oder in Kombination mit Chemotherapie 
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getestet und sind Gegenstand von klinischen Studien der Phase-I und -II (Lemke et al., 

2014; Abbildung 1.4). 

 

Abbildung 1.3: Klinischer Entwicklungsstand von TRAIL-Rezeptor-Agonisten in Phase-I und-II-
Studien. 

Dulanermin (rekombinantes TRAIL) und TRAIL-R1- bzw. TRAIL-R2-spezifische Antikörper befinden 

sich in diversen Phase-I und ïII-Studien. Die therapeutische Wirkung der beiden TRAIL-R2-

spezifischen Antikörper Conatumumab und Tigatuzumab wurde für das Pankreaskarzinom in Phase-

II-Studien erprobt (Lemke et al., 2014). 

 

Die systemische Behandlung mit rekombinanten TRAIL hat den Vorteil, dass beide 

Todesrezeptoren gleichzeitig angesprochen werden und somit eine stärkere 

Apoptoseinduktion gewährleistet werden kann. Dies setzt jedoch voraus, dass die 

Rezeptoren an der Zelloberfläche exprimiert vorkommen. Es wurde gezeigt, dass das 

Vorhandensein der Todesrezeptoren in verschiedenen Tumorentitäten variiert und 

verschiedene Tumore offenbar unterschiedliche Präferenzen hinsichtlich der Nutzung des 

jeweiligen Rezeptors für die Auslösung der TRAIL-vermittelten Apoptose besitzen. Während 

in Lymphomzellen und PDAC-Zellen die Apoptose präferenziell über TRAIL-R1 läuft, wird die 

Signalkaskade in Kolon- bzw. Brustkrebszellen über TRAIL-R2 ausgelöst (Kelley et al., 2005; 

MacFarlane & Inoue et al., 2005; MacFarlane & Kohlhaas et al., 2005).  
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Die Autoren Walczak und Wilson zeigten, dass gute Antitumoreffekte mit rekombinanten 

TRAIL erzielt werden können und die Behandlung auch eine therapeutische Wirkung auf 

tumorumgebende Zellen besitzt (Walczak et al., 1999; Wilson et al., 2012). Der 

rekombinante lösliche TRAIL mit dem Namen Dulanermin ist das einzige Konstrukt, welches 

bisher in der Klinik zugelassen ist (Abbildung 1.4). Es enthält die TNF-homologe Domäne mit 

der extrazellulären Domäne des humanen löslichen TRAIL (Ashkenazi et al., 1999). In 

Phase-I-Studien hat sich das Dulanermin als eine nicht toxische und gut verträgliche 

Substanz mit hoher Ansprechrate für das Kolon- bzw. das Lungenkarzinom erwiesen (Soria 

et al., 2010; Wainberg et al., 2013). Dabei wurde deutlich, dass die positiven Effekte in 

Kombination mit Chemotherapie und dem monoklonalen Vascular Endothelial Growth Factor 

-(VEGF-) Antikörper Bevacizumab oder mit dem monoklonalen Antikörper gegen das 

Oberflächenantigen CD20 namens Rituximab verstärkt werden. Dulanermin wurde bisher in 

zwei klinischen Phase-II-Studien für das nichtkleinzellige Bronchialkarzinom (non-small cell 

lung cancer/ NSCLC) und das Non-Hodgkin-Lymphom (NHL) getestet (Belada et al., 2010; 

Soria et al., 2011). Jedoch zeigte sich bei den behandelten Patienten keine signifikante 

Verbesserung bzw. Heilung der Erkrankung. Mit einer Halbwertzeit von zirka 30 min verbleibt 

Dulanermin deutlich kürzer im Körper als die monoklonalen Antikörper, deren Halbwertzeit 

zirka 14 - 21 Tagen betragen. 

Der bis heute einzige TRAIL-R1-spezifische klinisch zugelassene Antikörper ist 

Mapatumumab (Abbildung 1.4). Als Einzeltherapie zeigte dieser Antikörper in mehreren 

Phase-I und -II-Studien ein gutes Verträglichkeitsprofil.  

Darüberhinaus konnte bei Patienten mit Kolonkarzinom (colorectal cancer/ CRC) und mit 

NSCLC ein stabiler Krankheitsverlauf erreicht werden (Greco et al., 2008; Hotte et al., 2008). 

Allerdings sprachen in einer Phase-II-Studie nur 3 von 40 Patienten mit NHL auf die 

Mapatumumab-Behandlung an (Younes et al., 2010).  

Es existieren fünf TRAIL-R2-spezifische Antikörper: Drozitumumab, Conatumumab, 

Lexatumumab, Tigatuzumab und LBY-135. Diese werden in Phase-I und -II-Studien an 

Patienten mit verschiedenen Tumorentitäten erprobt (Abbildung 1.4). Lexatumumab zeigt als 

Monotherapie einen stabilen Krankheitsverlauf ohne eine signifikante Reduktion des Tumors 

(Plummer et al., 2007). Eine Phase-II-Studie für das Pankreaskarzinom verdeutlicht, dass 

Conatumumab in Kombination mit dem Zytostatika Gemcitabine für die Patienten zwar gut 

verträglich ist, jedoch die schlechte Prognose nicht verbessert werden konnte (Kindler et al., 

2012) (Tabelle 1.1). 
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Tabelle 1.1: Klinischer Entwicklungsstand der TRAIL-Rezeptor-Agonisten. 

Rekombinantes TRAIL und agonistische anti-TRAIL-R1 und anti-TRAIL-R2 spezifische Antikörper 

wurden als Einzel- oder Kombinationstherapie für die Behandlung diverser Tumorerkrankungen 

getestet. CRC: kolorektales Karzinom; MM: multiples Myelom; NHL: Non-Hodgkin-Lymphome; 

NSCLC: nichtkleinzelliges Lungenkarzinom; TRAIL: tumor necrosis factor apoptosis-inducing ligand; 

BV: Bevacizumab = Anti-VEGF; CX: Cetuximab = Anti-EGFR; Rituximab: Anti-CD20; RCT: 

Randomisierte Kontrollstudie; CR: complete response = vollständiges Ansprechen; PR: partial 

response = partielles Ansprechen (modifiziert nach Lemke et al., 2014). 

Phase Tumorentität Kombination Probanden (n)/ 

Wirksamkeit 

Referenz 

Dulanermin (rhTRAIL/ AMG-951) - rekombinantes humanes TRAIL, bindet an TRAIL-

R1 und TRAIL-R2 

I Fortgeschrittene 

Tumore 

- 71/ 2 Responder Herbst et al., 2010 

I CRC Chemo + BV 23/ 13 Responder Wainberg et al., 2013 

I CRC Chemo + BV 27/ 6 Responder Kasubhai et al., 2013 

I CRC Chemo + CX 30/ Keine Angabe Yee et al., 2009 

I NSCLC Chemo + BV 24/ 14 Responder 

(1 CR/ 13 PR) 

Soria et al., 2010 

I NHL Rituximab 7/ 3 Responder  

(2 CR/ 1 PR) 

Yee et al., 2007 

II (RCT) NSCLC Chemo + BV 213/ k. Aktivität Soria et al., 2011 

II (RCT) NHL Rituximab 48/ k. Aktivität Belada et al., 2010 

Mapatumumab (HGS-ETR1) - humaner monoklonaler Antikörper gegen TRAIL-R1 

I Fortgeschrittener 

Tumor 

- 49/ 0 Responder Tolcher et al., 2007 

I Fortgeschrittener 

Tumor 

- 41/ 0 Responder Hotte et al., 2008 

I Fortgeschrittener 

Tumor 

Chemo 49/ 12 Responder Mom et al., 2009 

I Fortgeschrittener 

Tumor 

Chemo 27/ 5 Responder Leong et al., 2009 

I/ II NHL - 40/ 3 Responder 

(2 CR/ 1 PR) 

Younes et al., 2010 

II CRC - 38/ 0 Responder Trarbach et al., 2010 

II NSCLC - 32/ 0 Responder Greco et al., 2008 

II (RCT) MM Bortezomib 104/ k. Aktivität Belch et al., 2010 

II (RCT) Lunge Chemo 109/ k. Aktivität Pawel et al., 2014 

Conatumumab (AMG-655) - humaner monoklonaler Antikörper gegen TRAIL-R2 

I Fortgeschrittene 

Tumore 

- 37/ 1 Responder Herbst et al., 2010 

I Fortgeschrittener 

Tumor 

- 18/ 0 Responder Doi et al., 2011 

I Weichteilsarkome Chemo 6/ 0 Responder Demetri et al., 2012 

I Fortgeschrittene 

Tumore 

Ganitumab 9/ 0 Responder Chawla et al., 2010 

I NSCLC Chemo 12/ 4 Responder 

(1 CR/ 3 PR) 

Paz-Ares et al., 2009 
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I CRC Chemo 12/ 5 Responder Saltz et al., 2009 

I Pankreaskarzinom Chemo 13/ 4 Responder Kindler et al., 2009 

II (RCT) Weichteilsarkome Chemo 128/ k. Aktivität Demetri et al., 2012 

II (RCT) NSCLC Chemo 172/ k. Aktivität Luis Paz-Ares et al., 

2013 

II (RCT) Pankreaskarzinom Chemo 83/ k. Aktivität Kindler et al., 2012 

II (RCT) CRC Chemo 103/ k. Aktivität Cohn et al., 2013 

II (RCT) CRC Chemo + BV 190/ k. Aktivität Fuchs et al., 2013 

Lexatumumab (HGS-ETR2) - humaner monoklonaler Antikörper gegen TRAIL-R2 

I Fortgeschrittene 

Tumore 

- 37/ 0 Responder Plummer et al., 2007 

I Fortgeschrittene 

Tumore 

- 31/ 0 Responder Wakelee et al., 2010 

I Fortgeschrittene 

Tumore 

Chemo 41/ teilweise 

Responder 

Sikic et al., 2007 

I Kinderkrebs - 24/ 0 Responder Merchant et al., 2012 

Tigatuzumab (CS-1008) - humanisierte Form des murinen monoklonalen TRAIL-R-

Antikörpers TRA-8 

I Karzinome/ 

Lymphome 

- 17/ 0 Responder Forero-Torres et al., 

2010 

II Pankreaskarzinom Chemo 61/ 8 Responder Forero-Torres et al., 

2013 

II (RCT) NSCLC Chemo 97/ k. Aktivität Reck et al., 2013 

Drozitumab (PRO95780/ apomap) - humaner monoklonaler Antikörper gegen TRAIL-

R2 

I CRC Chemo 9/ 2 Responder Rocha Lima et al., 2012 

I Fortgeschrittene 

Tumore 

- 50/ 0 Responder Camidge et al., 2010 

LBY-135 - chimärer monoklonaler Antikörper gegen TRAIL-R2 

I/ II Fortgeschrittene 

Tumore 

Chemo 73/ 2 Responder Sharma et al., 2014 
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1.4 APG350 - Eine neue rekombinante Form von TRAIL 

Vor kurzem wurd eine neue rekombinante Form von TRAIL mit dem Namen APG350 von der 

Firma Apogenix GmbH (Heidelberg) entwickelt. Dieses TRAIL-Konstrukt ist ein vollständiges 

Fusionsprotein, welches als binäres Trimer kovalent an den modifizierten Fc-Teil eines 

humanen Antikörpers (IgG1-Fc) gekoppelt ist (Abbildung 1.5). Somit wird eine Rekrutierung 

von sechs TRAIL-Rezeptoren an der Zellmembran ermöglicht. Das Besondere an dieser 

rekombinanten TRAIL-Form ist, dass die drei TRAIL-Monomere jeweils über ein 

Verbindungsstück (Linker) miteinander verbunden sind. Daher wird eine hohe Rezeptor-

Multimerisierung ohne zusätzliche Vernetzung ermöglicht. 

In vorangegangenen Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass das APG350 im 

Vergleich zu anderen rekombinanten Formen von TRAIL und einem Agonisten für TRAIL-R2 

eine starke Apoptoseinduktion bei diversen Tumorzellen unter in vitro und in vivo 

Bedinungen bewirkt (Gieffers et al., 2013). So wurde eine effektive Induktion von Zelltod bei 

primären Tumorzellen und bei Tumorzelllinien von Kolon-, Leber-, Brust- oder 

Lungenkarzinomen erzielt. Weiterhin reduzierte die systemische APG350-Behandlung 

signifikant die Masse von Kolontumoren in einem subkutanen Mausmodell. In 

Toxizitätsstudien an Primaten erwies sich das APG350 als sichere Substanz ohne 

Lebertoxizität (Gieffers et al., 2013). 

 

Abbildung 1.4: Molekulares Design von APG350, einer neuen rekombinanten Form von TRAIL. 

Der Fc-Teil eines humanen Antikörpers (IgG1-Fc) ist über ein Verbindungsstück (Linker) an jeweils 
drei einzelkettige Polypeptide (Modul I ï III) des Apoptose-induzierten Liganden TRAIL gekoppelt. 
Jedes Modul besitzt eine TRAIL-Rezeptor-Bindungsdomäne, die zusammen ein dimeres Molekül 
bilden und somit sechs TRAIL-Rezeptor-Bindungsstellen besitzt (Gieffers et al., 2013). 
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1.5 Zielsetzung der Arbeit 

Der Hintergrund dieser Arbeit sind die Beobachtungen zu den Mechanismen der 

Signaltransduktion der TRAIL-Rezeptoren in Pankreastumoren. Die Rolle von TRAIL-R1 und 

TRAIL-R2 wurde bei der Aktivierung der apoptotischen und der nicht-apopotischen pro-

inflammatorischen Signaltransduktionswege beschrieben. Untersuchungen unter in vivo 

Bedingungen ergaben, dass die systemische Behandlung von resistenten Pankreastumoren 

mit rekombinanten TRAIL nur einen begrenzten theraupeutischen Effekt auf das Wachstum 

von Primärtumoren hatte und gleichzeitig eine Stimulation der Lebermetastasierung 

bewirkte. APG350 ist eine hexavalente rekombinante Variante von TRAIL, die unabhängig 

von weiterem Clustering sehr stark Apoptose in Tumorzellen diverser Tumorentitäten 

induziert. Da ein therapeutischer Effekt auf das Pankreaskarzinom bisher nicht untersucht 

wurde, war das Ziel der vorliegenden Arbeit, die Wirkung von APG350 auf duktale 

Adenokarzinomzellen des Pankreas in vitro und in vivo zu testen. 

Folgende Fragen sollten dabei beantwortet werden: 

Wie effektiv induziert das hexamere APG350 die apoptotische Signalkaskade in 

Pankreaskrebszellen mit verschiedener TRAIL-Sensitivität im Vergleich zum trimeren 

TRAIL? 

Verändert sich das Verhältnis der apoptotischen Signaltransduktion zur nicht-apoptotischen, 

pro-inflammatorischen Signaltransduktion in resistenten Pankreaskarzinomzellen durch 

APG350 im Vergleich zu trimeren TRAIL? 

Hat die Behandlung mit APG350 einen besseren therapeutischen Effekt auf das Wachstum 

von Primär- und Rezidivtumoren als die Behandlung mit trimeren TRAIL? 

Bewirkt die APG350-Therapie eine Veränderung im Metastasierungsmuster in SCID bg 

Mäusen mit resistenten Pankreastumoren verglichen mit der TRAIL-Therapie? 
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2. Material und Methoden 
Alle verwendeten Materialen und Geräte werden nachfolgend aufgelistet. 

2.1 Material 

2.1.1 Chemikalien 

Chemikalien Hersteller 

10x Blue Juice: Gel Loading Buffer Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

2-Propanol, 70%  Otto Fischar GmbH & Co KG, Saarbrücken 

Deutschland 

Aceton ROTIPURAN Ó99,8% p.a. ACS, ISO Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Ampicillin Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Ampuwa, Wasser für Injektionszwecke Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad 

Homburg, Deutschland 

Antibody Diluent Tytomed Systems GmbH, Berlin, 

Deutschland 

Aquatex, wässriges Eindeckmedium für die 

Mikroskopie 

Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Bovines Serum Albumin (BSA) SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg, 

Deutschland 

Bromphenolblau  Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Complete Proteaseinhibitor  Roche Diagnostics Deutschland GmbH, 

Mannheim, Deutschland 

DAB Vector Laboratories, Inc., Burlingame, CA, 

USA 

Dimethylsulfoxid (DMSO) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Dithiothreit Ó99% p.a.  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

E. coli FastMedia AMP AGAR InvivoGen, San Diego, Kalifornien, USA 

EDTA Dihydrat  Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Einbettmedium Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, 

Deutschland 

Entwickler, G153 A/B  AGFA, Mortsel, Belgien  
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Eosin G Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Essigsäure, 100%  Merck Milipore, Darmstadt, Deutschland 

Ethanol, Ó99,8% p.a.  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Fixierer, G354  AGFA, Mortsel, Belgien  

Formaldehyd- Fixierlösung 4 % für die 

Histologie 

Merck Millipore, Deutschland 

Fötales Kälberserum  Pan- Biotech GmbH, Aidenbach, 

Deutschland  

GelRed Nucleic Acid Gel Stain Biotium, Hayward, USA 

Gen Ruler 100bp DNA Ladder Thermo Scientific GmbH, Schwerte, 

Deutschland 

Gen Ruler 1kb DNA Ladder Thermo Scientific GmbH, Schwerte, 

Deutschland 

Glucose, 40 % B. Braun Melsungen AG, Melsungen, 

Deutschland 

Glycerol  Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Glycin Ó99% p.a.  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Hämalaunlösung sauer nach Mayer Dr. K Hollborn & Söhne GmbH & Co KG, 

Leipzig, Deutschland 

HEPES  Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland  

Hydrogen Peroxidase Block Thermo Scientific GmbH, Schwerte, 

Deutschland 

Isotonische Kochsalzlösung  

0,9 % Natriumchlorid  

Fresenius Kabi Deutschland GmbH, Bad 

Homburg, Deutschland 

Kaliumchlorid  Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Kristallviolett  Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Magnesiumchlorid  Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Mayers Hämalaunlösung Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Methanol, Ó99,9% p.a.  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Milchpulver, blotting grade  Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 

Deutschland 
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Natriumazid  Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Natriumchlorid  J.T. Baker, Griesheim, Deutschland 

Natrium-deoxycholate  Applichem, Darmstadt, Deutschland 

Novex 4-20% Tris-Glycine Gel 

1.0 mm x 10 Well 

1.0 mm x 15 Well 

Novex, Life Technologies, Carlsbad, 

Kalifornien, USA 

Pertex, Eindeckmedium Medite GmbH, Burgdorf, Deutschland 

PhosStop Phosphataseinhibitor  Roche Diagnostics Deutschland GmbH, 

Mannheim, Deutschland 

Ponceau-S-Lösung (0,1%ig in 5% HAc)  Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Proteinmarker: Spectra Multicolour Broad 

Range Protein ladder  

Thermo Scientific GmbH, Schwerte, 

Deutschland 

Puromycin Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Salzsäure  J.T. Baker, Griesheim, Deutschland 

SDS (Feststoff)  Merck KGaA, Darmstadt, Deutschland 

Tris HCl Ó99% p.a. Carl Roth GmbH & Co KG, Karlsruhe, 

Deutschland 

Triton X 100 Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Trizma Base (Tris) Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Trypanblau-Lösung, 0,4% Gibco, Life Technologies, Darmstadt, 

Deutschland 

Tween 20 Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Tween-20 Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Ultra V Block Thermo Scientific GmbH, Schwerte, 

Deutschland 

UltraPure Agarose Invitrogen, Carlsbad, Kalifornien, USA 

Xylol Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 
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2.1.2 Kits 

Bezeichnung Hersteller 

Endotoxin-freies Plasmid DNA Kit: 

NucleoBond R PC 500 EF 

Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, 

Deutschland 

Human CXCL8/ IL-8 Quantikine ELISA Kit R&D Systems, Minneapolis, Kanada 

Mouse on Mouse (M.O.M.) ImmPRESS HRP 

(Peroxidase) Polymer Kit 

Vector Laboratories, Burlingame, USA 

Cell Titer 96R AQueous One Solution Cell 

Proliferation Assay (MTS) 

Promega, Mannheim, Deutschland 

MycoTrace PCR Kit for Mycoplasma 

Detection 

PAA Laboratories GmbH, Pasching, 

Österreich 

n-Histofine Simple Stain MAX PO System Nichirei Bioscience, Tokyo, Japan 

peqGOLD Total RNA Kit PEQLAB, Erlangen, Deutschland 

Pierce Assay Thermo Scientific GmbH, Schwerte, 

Deutschland 

Pierce ECL Plus Western Blotting Substrate Thermo Scientific GmbH, Schwerte, 

Deutschland 

Pierce ECL Western Blotting Substrate Thermo Scientific GmbH, Schwerte, 

Deutschland 

QIAGEN Plasmid Maxi Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 

 

 

2.1.3 Retrovirale Vektoren 

Name Konstrukt Herkunft 

CMV-VSV-G Dr. Paul Robbins, Pittsburgh, Pennsylvania, 

USA (Howard et al., 2000) 

pBabePuro Erstellt von Lars Bönicke im Institut für 

Experimentelle Tumorforschung, Kiel 

pIK6.1.gag/pol+(ATG) Dr. T. Dull, Cell Genesis Corporation (Finer 

et al., 1997) 

pPamII (Bcl-xL in pBabePuro) Erstellt von Lars Bönicke im Institut für 

Experimentelle Tumorforschung, Kiel 
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2.1.4 verwendeter Bakterienstamm 

E.coli Top10 Zellen für die Amplifikation von rekombinanten Plasmiden (Life Technologies, 

Carlsbad, Kalifornien, USA) 

Genotyp: F- mcrA ȹ(mrr-hsdRMS-mcrBC) ű80lacZȹM15 ȹlacX74 recA1 araD139 ȹ(araleu) 

7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG 

 

2.1.5 Oligonukleotide 

Die verwendeten Primer wurden von Eurofins MWG Operon (Ebersberg, Deutschland) 

bezogen. 

Primer Sequenz 

Babe 3ó CTTTATCCAGCCCTCAC 

Babe 5ó ACCCTAACTGACACACATTCC 

 

 

2.1.6 Antikörper 

Antikörper Hersteller 

Anti-goat-IgG-HRP Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 

Anti-mouse-IgG-HRP Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-rabbit-IgG-HRP Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-ɓ-actin Sigma- Aldrich Chemie GmbH, München, 

Deutschland 

Anti-Bcl-x BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland 

Anti-Bid R&D Systems, Minneapolis, Kanada 

Anti-Caspase 3 Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-Caspase 8 Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-c-Flip Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA 

Anti-IəBŬ Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 

Anti-JNK Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 
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Anti-p-38 Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-P44/42 Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-PARP Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-p-IəBŬ Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-p-JNK Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-p-p38 Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-p-p44/42 Cell Signaling Technology, Frankfurt/ Main, 

Deutschland 

Anti-TRAIL-R1 (Klone TR1.02) Von H. Walczak (London, England) zur 

Verfügung gestellt 

Anti-TRAIL-R2 (Klone TR2.21) Von H. Walczak (London, England) zur 

Verfügung gestellt 

Anti-TRAIL-R4 (Klone TR4.18) Von H. Walczak (London, England) zur 

Verfügung gestellt 

Anti-Pan-Cytokeratin (KL-1) Beckmann Coulter, Marseille, Frankreich 

Anti-Ki67 Dako, Glostrup, Dänemark 

Anti-HMGA2 Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland 

Anti-TRAIL-R1 Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Anti-TRAIL-R2 ProSci, Poway, USA 

 

 

2.1.7 Medien und Zusätze 

Bezeichnung Hersteller 

Accutase (DPBS, 0,5 mM EDTA)  Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

DMEM (1x) Gibco, Life Technologies, Carlsbad, 

Kalifornien, USA 

DPBS (1x) Gibco, Life Technologies, Carlsbad, 

Kalifornien, USA 

GlutaMAX (100x)  Gibco, Life Technologies, Carlsbad, 
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Kalifornien, USA 

RPMI Medium-1640 (1x) Gibco, Life Technologies, Carlsbad, 

Kalifornien, USA  

Sodium Pyruvate 100mM (100x) Gibco, Life Technologies, Carlsbad, 

Kalifornien, USA 

Trypsin EDTA (10x) GE Healthcare, PAA Laboratories GmbH, 

Pasching, Österreich 

 

 

2.1.8 Puffer und Lösungen 

Puffer Zusammensetzung Mengenangabe 

Blottingpuffer (1x) 

 

Tris-Base 

Glycin 

Methanol 

25 mM 

192 mM 

20 % (v/v) 

HBSS-Puffer (1x) 

 

NaCl 

KCl 

Na2HPO4 

Glucose 

HEPES 

pH=7,05 steril filtrieren 

137 mM 

5 mM 

0,7 mM 

6,6 mM 

21 mM 

 

Kristallviolett-Lösung Kristallviolett 

Methanol 

0,5 % w/v 

20 % 

Lämmli Puffer (4x) 

 

TrisHCl (pH=6,8) 

SDS 

Glycerol 

DTT 

Bromphenolblau 

250 mM 

12,5 % 

40 % 

3 % 

0,02 % w/v 

LB-Medium 

 

Trypton 

Hefeextrakt 

NaCl 

 

10 % w/v 

5 % w/v 

5 % w/v 

Autoklavieren 

LB-Agar Platten LB-Medium 

Agar-Agar 

15 g/ l 

Autoklavieren 

PBS (10x) 

 

NaCl 

KCl 

Na2HPO4 

137 mM 

2,7 mM 

10 mM 
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KH2PO4 

pH=7,4 

2 mM 

 

RIPA-Puffer 

 

TrisHCl (pH=7,5) 

NaCl 

NP40 

Natriumdeoxycholat 

SDS 

50 mM 

150 mM 

1 % v/v 

0,5 % 

0,1 % 

RIPA-Puffer ++ 1 Tablette Complete mini (Protease-Inhibitor) und 1 Tablette 

PhosphoStop (Phosphatase-Inhibitor) auf 10 ml RIPA-Puffer 

Sammelgel-Puffer (1x) 

 

Tris-Base 

SDS 

pH=6,8 

0,5 M 

0,4 % 

 

SDS-Laufpuffer (1x) 

 

Tris-Base 

Glycin 

SDS 

pH= 7,4 

25 mM 

192 mM 

0,1% 

 

TAE-Puffer (1x) 

 

Tris-HCl 

Natriumacetat 

EDTA 

pH=8,0 

40 mM 

5 mM 

1 mM 

 

TBS (1x) 

 

Tris-HCl 

NaCl 

pH=7,4 

50 mM 

150 mM 

 

TBS-T (1x) 

 

Tris-Base 

NaCl 

Tween 20 

pH=7,4 

0,1 M 

1 M 

1 % (w/v) 

 

 

 

2.1.9 Verwendete Zellen 

Zelllinie Beschreibung Herkunft 

Colo205 Humane kolorektale Adenokarzinomzelllinie, 

wachsen adhärent und in Suspension, 

aus maligner Aszites entnommen 

freundlicherweise von Apogenix 

GmbH (Heidelberg, Deutschland) 

zur Verfügung gestellt 

Colo357 Humane Pankreasadenokarzinomzelllinie, 

wachsen adhärend, 

Dr. Morgan, Denver, USA 

(Morgan et al., 1980) 
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aus Lymphknotenmetastase regeneriert 

HEK293T Humane primäre embryonale Nierenzelllinie 

mit konstitutiv exprimierendem Virus 40 

(SV40) large T Antigen, wachsen adhärent 

ACC 305; Leibnitz-Institut DSMZ-

Deutsche Sammlung von 

Mirkoorganismen und 

Zellkulturen GmbH, 

Braunschweig, Deutschland 

Panc89 Humane Pankreasadenokarzinomzelllinie, 

wachsen adhärent, 

aus einer Lymphknotenmetastase vom 

Pankreaskopf regeneriert 

Dr. T. Okabe, Tokio 

(Okabe et al., 1983) 

PancTuI Humane Pankreasadenokarzinomzelllinie, 

wachsen adhärent, 

aus Primärtumor entstanden 

Dr. M. von Bülow, Mainz, 

Deutschland 

(Moore et al., 2001) 

 

 

2.1.10 Verwendete Substanzen 

Substanz Eigenschaften 

Rekombinantes trimeres TRAIL 

In PBS pH 7,4 gelöst 

Von PeproTech GmbH (Hamburg, 

Deutschland) erworben 

Rekombinantes hexameres APG350 

In PBS pH 7,4 gelöst 

Von Apogenix GmbH (Heidelberg, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt 

Rekombinantes hexameres APG780 

In PBS pH 7,4 gelöst 

Von Apogenix GmbH (Heidelberg, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt 

Rekombinantes hexameres APG861 

In PBS pH 7,4 gelöst 

Von Apogenix GmbH (Heidelberg, 

Deutschland) zur Verfügung gestellt 

 

 

2.1.11 Medikamente für Tierversuche 

Medikament Dosis Hersteller 

Alzane 

(Atipamezolhydrochlorid) 

5 mg/ kg Injektionslösung 

2,5 mg/ kg KG Pfizer Deutschland GmbH, 

Berlin, Deutschland 

Dorbene vet 

(Medetomidinhydrochlorid) 

1 mg/ml Injektionslösung 

0,5 mg/ kg KG Pfizer Deutschland GmbH, 

Berlin, Deutschland 
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Fentanyl- hameln 

50 µg/ ml Injektionslösung 

0,05 mg/ kg KG Hameln Pharmaceuticals 

GmbH, Hameln, 

Deutschland 

Flumazenil 

0,1 mg/ ml Injektionslösung 

0,5 mg/ kg KG Inresa Arzneimittel GmbH, 

Breisgau, Deutschland 

Midazolam- hameln 

1 mg/ ml Injektionslösung 

5 mg/ kg KG Hameln Pharmaceuticals 

GmbH, Hameln, 

Deutschland 

Naloxon 

0,4 mg/ ml Injektionslösung 

1,2 mg/ kg KG B. Braun Melsungen AG, 

Melsungen, Deutschland 

Temgesic 

(Buprenorphinhydrochlorid) 

0,324 mg/ ml 

0,1 mg/ kg KG Essex Pharma GmbH, 

München, Deutschland 

 

 

2.1.12 Geräte und Verbrauchsmaterialen 

Gerät Firma 

8-Kanal-Pipette  300ɛl, Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Abzug  Medizinbox MB85, Berner International, 

Elmshorn, Deutschland 

Analysenwaage  BP310S, Satorius, Göttingen, Deutschland 

BP3100, Satorius, Göttingen, Deutschland 

Aquadest Anlage  MILLI-Q Reagent water system, Merck 

Millipore, Darmstadt, Deutschland  

Autoklav  CS-Labor 91782, Webeco, Selmsdorf, 

Deutschland  

CO2-Inkubator  Hera Cell 150i, Thermo Scientific, Waltham, 

USA  

Einkanal-Pipetten Eppendorf research  2,5ɛl/ 10ɛl/ 20ɛl/ 100ɛl/ 200ɛl/ 1000ɛl, 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Eismaschine  AF 200, Scotsman, Milan, Italien  

Elektrophoresekammer  Novex MiniCell + XCell SureLock, Life 

Technologies, Darmstadt, Deutschland 

Flüssigkeitspumpe  KNF, Freiburg, Deutschland 

Gefriermikrotom Microm 560, Thermo Scientific, Rockford, 
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USA 

Hypercassette  RPN 11642, GE Healthcar, Freiburg, 

Deutschland  

Inkubator (60°C)  Typ B6, Heraeus instruments, Hanau, 

Deutschland  

Kühlzentrifuge  5415R, Rotor: F-45-24-11, Eppendorf, 

Hamburg, Deutschland 

Magnetrührer  MR3001, Heidolph, Schwabach, 

Deutschland  

Mikroplattenreader Magellan 6, Tecan, Männedorf, Schweiz 

Mikroskop  CD2, Olympus, Hamburg, Deutschland 

 

Axio Scope.A1 mit Axiocam 503, Zeiss, 

Oberkochen, Deutschland 

Pascalgerät S2800, Dako Cytomation California Inc, 

USA 

pH-Meter  inolab pH-Level1, WTW GmbH, Weilheim, 

Deutschland 

Pipetboy  Pipetus, Hirschmann Laborgeräte, 

Eberstadt, Deutschland 

Powerpack  Standard Power Pack P25, Biometra, 

Deutschland  

Roller  Roller mixer SRT6, Stuart, Staffordshire, UK 

RM5, Assistent, Altnau TG, Schweiz 

Roller mixer SRT9, Stuart, Staffordshire, UK 

Röntgenfilm-Entwickler  Curix 60, AGFA, Mortsel, Belgien  

Rotationsmikrotom RM 2245, Leica Microsystems, Wetzlar, 

Deutschland 

Rotator  Kisker Biotech, Steinfurt, Deutschland  

Schüttler  Duomax 1030, Heidolph Instruments, 

Schwabach, Deutschland 

Schüttelinkubator TH30, Edmund Bühler GmbH, Hechingen, 

Deutschland 

Sonifizierer  MSE Scientific Instruments, London, 

England 

Spektralphotometer NanoDrop 2000, Fisher Scientific, 
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Schwerte, Deutschland 

Stepper  Multipette plus, Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland  

Sterilbank  LaminAir HB 24724, Heraeus instruments, 

Hanau, Deutschland  

Hera Safe HS12, Heraeus instruments, 

Hanau, Deutschland 

Thermomixer  Thermomixer 5436, Eppendorf, Hamburg, 

Deutschland 

Tischzentrifuge  mini Spin plus, Rotor: F-45-12-11, 

Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Ultraschallgerät MSE Scientific Instruments, London, 

England 

Ultrazentrifuge  TL-100 Ultra,Rotor: TLA100, Beckmann 

Coulter, Krefeld, Deutschland 

Vortex Mixer  Vortex Genie 2, Scientific Industries, New 

York, USA  

Wasserbad GFL mbH, Burgwedel, Deutschland 

WB-Kammer Mini-PROTEAN 3 Cell, Bio-Rad 

Laboratories, München, Deutschland 

Zählkammer Neubauer improved, Roth, Karlsruhe, 

Deutschland 

Zellzähler Cellometer Auto T4, Nexcelom Bioscience, 

Lawrence, USA 

Zentrifuge Rotina 48R, Rotor: 4394, Hettich 

Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland 

 

 

 

Verbrauchsmaterial Firma 

Röhrchen 15 ml/ 50 ml Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Deckgläschen, 24 x 60 mm Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, 

Deutschland 

Gewebekulturflasche (25/75/175 cm2)  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Gewebekulturplatten, 6-/96-Well  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Gewebekulturschale (150x20mm)  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 



Material und Methoden 

 

40 
 

Hyperfilm ECL  GE Healthcare, Freiburg, Deutschland 

Kanüle, Microlance 3 (26G) BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland 

Microloader Pipettenspitze  Eppendorf, Hamburg, Deutschland 

Microtiterplatte 96-Well  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Microvette CB300Z Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Mullkompressen 5 x 5 cm Karl Beese GmbH & Co KG, Barsbüttel, 

Deutschland 

Nitril-Handschuhe, Nitratex micro-touch  Ansell, München, Deutschland 

Objektträger ï superfrost Plus Gerhard Menzel GmbH, Braunschweig, 

Deutschland 

Parafilm M  Brand, Wertheim, Deutschland 

Pasteurpipette, 230 mm  Hecht-Assistant, Sondheim, Deutschland 

Pipettenspitzen, 20 ɛl/200 ɛl/ 1000 ɛl  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Primariaschalen BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland 

Skalpell, No. 11 

Skalpell, No. 22 

pfm medical ag, Köln, Deutschland 

Spritze, 1 ml/ 50 ml  Becton Dickinson, Heidelberg, Deutschland 

Transwell-Einsätze mit 24-Well-Platte  Corning, Tewksbury, USA  

UZ-Röhrchen  Beckmann Coulter, Krefeld, Deutschland 

Wattestäbchen 5 mm NOBA Verbandmittel Danz GmbH u. Co KG, 

Wetter, Deutschland 

WB-Filterpapier, Whatman 3 mm  GE Healthcare, Freiburg, Deutschland 

Zellschaber, 25 cm Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Zellzähl-Slides SD100  Nexcelom Bioscience, Lawrence, USA  

Sterilfilter 0,2 ɛm  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland  

Insulinspritzen U-40, 0,5 ml, 30G BD Bioscience, Heidelberg, Deutschland 

Acrodisc 25 mm Syringe Filter, 0,45 µm Pall GmbH, Dreieich, Deutschland 

PVDF-Membran, Immobilon-P 0,45 ɛm  Merck Millipore, Darmstadt, Deutschland 

Reaktionsgefäße, 0,5 ml/ 1,5 ml/ 2 ml  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

CryoPure Gefäß 1,8 ml Weiss  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 

Kombitips, 2,5 ml/ 5 ml/ 10 ml  Eppendorf, Hamburg, Deutschland  

serologische Pipetten (5 /10 /25 ml)  Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
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2.2 Methoden 

2.2.1 Zellbiologische Methoden 

2.2.1.1 Auftauen, Kultivieren und Passagieren von Zellen 

Zur Langzeitlagerung von Zellen wurden diese in fetalem Kälberserum (Fetal  Calf Serum 

(FCS) mit 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) aufgenommen, aliquotiert und in flüssigem 

Stickstoff bei -196 °C aufbewahrt.  

Die Pankreasadenokarzinomzelllinien wurden in dem Zellkulturmedium Roswell Memorial 

Institute-1640 (RPMI-1640) und die Kolonkarzinomzelllinie in Dulbeccoôs Modified Eagle 

Medium (DMEM) mit 10 % FCS sowie den Zusätzen 2 mM Glutamax und 1 mM 

Natriumpyruvat in T25-, T75- oder T175-Zellkulturflaschen standardisiert kultiviert. Dabei 

sind die Zellen im Brutschrank bei 37 °C, einer relativen Luftfeuchtigkeit von 100 % und 

einem CO2-Gehalt von 5 % bebrütet worden. 

Die stabil transfizierten Zelllinien Colo357 Bcl-xL und Colo357-Vektor wurden mit 2 µg/ml 

Puromycin kultiviert. 

Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellen kurz bei 37 °C angetaut und mit warmem 

Zellkulturmedium versetzt. Anschließend erfolgte das Zentrifugieren bei 400 x g für 4 min, 

um das Einfriermedium zu eliminieren. Nach Entfernung des Überstands die Zellen in 

frischem RPMI-1640 Medium (mit 10 % FCS, Glutamax und Natriumpyruvat) gehalten. 

Morphologie und Vitalität der Zellen wurden regelmäßig mittels Mikroskop (CK2, Olympus, 

Hamburg, Deutschland) beobachtet und protokolliert. Hatten die Zellen eine Konfluenz von 

70 - 90 % erreicht, sind diese passagiert worden, um ein einschichtiges adhärentes 

Wachstum zu gewährleisten. 

Zum Passagieren der adhärent wachsenden Pankreastumorzellen wurde der 

Zellkulturüberstand entfernt, die Zellen einmal mit Dulbeccoôs Phosphat-Buffered Saline 

(DPBS) gewaschen und diese anschließend mit der Serinprotease Trypsin inkubiert. Durch 

Zugabe von frischem Medium gleichen Volumens konnte die Reaktion abgestoppt werden. 

Die abgelösten Zellen wurden vorsichtig aus der Zellkulturflasche in ein Falcon-Röhrchen 

überführt. Nach einer 4-minütigen Zentrifugation bei 400 x g wurde die Zellsuspension 

zentrifugiert, der Mediumüberstand entfernt und das Zellpellet in frisches Medium 

aufgenommen. 

Beim Passagieren der Zelllinie Colo205, welche adhärente- und Suspensionszellen enthält, 

wurde der Zellkulturüberstand mitverwendet. Die flotierenden Zellen sind im Falcon-

Röhrchen gesammelt, bei 400 x g für 4 min zentrifugiert und einmal mit DPBS gewaschen 
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worden. Die adhärenten Zellen wurden ebenfalls einmal mit DPBS gewaschen und mit 

Trypsin abgelöst. Alle Zellen wurden dann in einem Falcon-Röhrchen vereint, für 4 min bei 

400 x g zentrifugiert und in frischem Medium aufgenommen. 

Die vereinzelten Zellen sind in einem Teilungsverhältnis von 1:3 bis 1:5 mit frischem RPMI-

Medium (10 % FCS und Zusätze) in T25-, T75, bzw. T175-Zellkulturflaschen unter 

Standardbedingungen kultiviert worden. 

In regelmäßigen Abständen erfolgte eine Überprüfung der Zellen auf 

Mycoplasmenkontamination. Dazu wurde eine Mycoplasmen-PCR nach Herstellerprotokoll 

(PAA Laboratories GmbH, Pasching, Österreich) durchgeführt. 

 

2.2.1.2 Zählen und Aussäen von Zellen 

Zur Bestimmung der Zellzahl kam ein automatischer Zellzähler (Cellometer Auto T4, 

Nexcelom Bioscience, Lawrence, USA) zum Einsatz. 20 µl Zellsuspension wurden in 

Einmalzählkammern pipettiert. Die Anzahl der Zellen pro ml konnte per Betreibersoftware 

ermittelt werden. Da die Größe und Form der Zellen jeder Zelllinie variiert, wurde zuvor das 

Gerät manuell kalibriert. 

Im ersten Versuchsabschnitt wurden 1 x 104 Zellen in Löcher einer 96-Loch-Platte mit einem 

Volumen von 100 µl ausgesät. Im zweiten Abschnitt erfolgte die Aussaat von 2,0 x 105 Zellen 

für die 3-stündige Stimulation bzw. 2,8 x 105 Zellen für die 24-stündige Stimulation in Löcher 

einer 6-Loch-Platte mit 2 ml frischem Medium. Die Anwachszeit betrug jeweils 24 h. 

 

2.2.1.3 Dosis-Wirkungs-Kurven 

Um die pharmakologische Wirkung von APG350 auf humane Tumorzellen zu untersuchen, 

wurden Dosis-Wirkungs-Kurven erstellt und der EC50-Wert (effective concentration/ mittlere 

effektive Konzentration) bestimmt. 

Die Krebszellen wurden dazu in Löcher von 96-Loch-Platten ausgesät. Die Stimulation 

dieser Zellen erfolgte mit der Testreagenz APG350 sowie den Vergleichssubstanzen TRAIL, 

APG780 und APG861. Als Kontrolle diente Phosphat-Buffered Saline (PBS), welches in 

gleichem Volumen eingesetzt wurde. 

Bei den adhärent wachsenden Zellen ist dann das alte Medium entfernt und mit 100 µl 

frischem Medium (mit APG350, TRAIL, APG780 bzw. APG861) angesetzt worden. 

Demgegenüber wurde kein Mediumwechsel bei der APG350-Testung auf die Zelllinie 

Colo205 vorgenommen. Hier wurden die Substanzen direkt in 100 µl Medium aufgenommen 

und in Löcher der 96-Loch-Platte mit vorhandenem Medium pipettiert. Nach der 24-stündigen 
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Stimulation wurde die Zellviabilität mittels Kristallviolett-Färbung (siehe Abschnitt 2.2.1.4) und 

MTS-Assay (siehe Abschnitte 2.2.1.5) ermittelt. 

Für die Analyse der apoptotischen und nicht-apoptotischen, pro-inflammatorischen 

Signalwege wurden die Zellen in Löcher einer 6-Loch-Platte ausgesät, für 24 h angezüchtet 

und mit APG350, TRAIL, APG780, APG861 oder PBS stimuliert. Die Inkubation der 

Substanzen betrug 3 bzw. 24 h. Die Herstellung von Proteinextrakten wird in Abschnitt 

2.2.3.1 beschrieben. 

 

2.2.1.4 Kristallviolett-Färbung 

Zur Bestimmung der Zellviabilität  wurde die Kristallviolett-Färbung verwendet. Bei diesem 

Zytotoxizitätsassay interkaliert der blaue Farbstoff Kristallviolett mit der DNA und färbt die 

Zellen somit blau. 

Nach 24-stündiger Substanzstimulation wurde der Zellkulturüberstand gesammelt, für 30 min 

bei 4 °C und 16.100 x g zentrifugiert und der gewonnene Überstand für weitere Analysen bei 

-80 °C eingefroren. Anschließend wurde die Platte auf Papiertücher ausgeklopft, um alle 

löslichen Zellen zu entfernen. Es folgte eine 30-minütige Inkubation der Zellen mit 50 µl 

Kristallviolett-Lösung (0,5 % in Methanol). Im nächsten Schritt ist die Lösung entfernt und je 

Loch 5 Mal mit 200 µl Aqua dest. gewaschen worden. Zum vollständigen Entfernen der 

Flüssigkeit trocknete die Platte über Nacht bei Raumtemperatur (RT) oder 2 - 3 h bei 37 °C. 

Das Kristallviolett  wurde mit 200 µl Methanol für 20 min aus den Zellen gelöst. Die 

Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 590 nm bis 700 nm mit dem Mikroplattenreader 

(Magellan 6, Tecan, Männedorf, Schweiz) gemessen. Die Viabilität der stimulierten Zellen 

wurde mit der Viabilität der Kontroll-Gruppe (unbehandelte Zellen) verglichen. 

 

2.2.1.5 Zytotoxizitätstest (MTS-Tetrazolium-Assay) 

Der Zytotoxizitätstest (MTS-Assay) ist eine kolorimetrische Methode und wurde als ein 

weiterer Test zur Bestimmung der Zellviabilität verwendet. Dieses System beruht auf der 

Reduktion von der MTS-Tetrazoliumverbindung zu Formazan. Diese Reaktion wird von 

lebenden Zellen umgewandelt. 

Die Tumorzellen wurden für 24 h mit den Substanzen APG350, TRAIL, APG780 oder 

APG861 stimuliert. Anschließend erfolgte die Zugabe von 20 µl One Solution Reagent. Die 

Inkubationszeit dieser Substanz betrug 1 - 4 h, abgedunkelt im Brutschrank bei 37 °C und 5 

% CO2. Die Absorption wurde bei einer Wellenlänge von 490 nm mit dem Mikroplattenreader 

(Magellan 6, Tecan, Männedorf, Schweiz) gemessen, wobei die ermittelte Absorption direkt 
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proportional zur Anzahl der lebenden Zellen war. Die Viabilität der stimulierten Zellen wurde 

mit der Viabilität der Kontroll-Gruppe (unbehandelte Zellen) verglichen. 

 

2.2.1.6 Interleukin-8 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (IL-8 ELISA) 

Die IL-8-Zytokinkonzentration wurde mittels Interleukin-8 (IL-8)-ELISA nach Hersteller-

protokoll (Human CXCL8/ IL-8 Quantikine ELISA Kit, R&D Systems, Minneapolis, Kanada) 

bestimmt.  

Die Krebszellen sind mit den Reagenzien APG350, TRAIL, APG780 oder APG861 stimuliert 

worden. Nachfolgend wurde der Mediumüberstand gesammelt und für 30 min bei 4°C und 

16.100 x g zentrifugiert. Bis zur Verwendung lagerten die Proben bei -80 °C. Die absolute IL-

8-Konzentration wurde als Induktion zur Kontrolle (unbehandelte Zellen) berechnet. 

 

2.2.2 Molekularbiologische Methoden 

2.2.2.1 Isolierung und Vervielfältigung von Plasmid-DNA 

Für die Vervielfältigung der Plasmide pPamII und pBabePuro sowie pIK6.1.gag/pol+(ATG) 

und CMV-VSV-G wurden Eschericia coli (E.coli) verwendet und die Plasmid-DNA durch 

Hitzeschock transformiert. Durch ein spezielles Verfahren wird der E.coli-Stamm Top 10 in 

einen kompetenten Zustand versetzt, der ihm die effektive Aufnahme von DNA ermöglicht. 

Für die Transformation wurde pro Ansatz ein Aliquot mit chemisch kompetenten Bakterien 

langsam auf Eis aufgetaut und 100 ng/µl Plasmid-DNA hinzugefügt. Es folgte eine 30-

minütige Inkubation mittels Eis. Dem anschließenden Hitzeschock von 30 sec bei 42 °C 

folgte erneut eine 5-minütige Inkubation der Zellen auf Eis. Diese Zellen wurden danach mit 

250 µl Lysogeny Broth (LB)-Medium versetzt und 1 h bei 37 °C per Schüttelinkubator (TH30, 

Edmund Bühler GmbH, Hechingen, Deutschland) bebrütet. 

Im nächsten Schritt wurden die Bakterien auf LB-Agarplatten ausplattiert und über Nacht bei 

37 °C gelagert. Am folgenden Tag wurde pro Plasmid eine einzelne Bakterienkolonie von 

den Platten entnommen und einer LB-Medium-Vorkultur mit 100 µg/ml Ampicillin angeimpft. 

Die Inkubation erfolgte bei 37 °C schüttelnd für 5 - 7 h. Danach wurde zur Anzucht der 

Bakterien eine LB-Medium-Hauptkultur angeimpft sowie diese über Nacht bei 37 °C erneut 

inkubiert. 

Anschließend wurden die gewachsenen Bakterienkulturen bei 4 °C für 30 min und 6.000 x g 

zentrifugiert. Zur Isolierung der Plasmid-DNA ist ein endotoxinfreies Plasmid-DNA-Kit 

(NucleoBond R PC 500 EF, Machery-Nagel GmbH & Co. KG, Düren, Deutschland) 

verwendet und die Isolierung nach Herstellerangaben durchgeführt worden. Die 

Konzentration der gewonnenen DNA konnte mittels Spektralphotometer (NanoDrop 2000, 
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Fisher Schwerte, Deutschland) bestimmt werden. 1 µl unverdünnte Probe wurde direkt auf 

die Messoberfläche des Gerätes pipettiert und deren Absorption gemessen. Um 

sicherzustellen, dass das Plasmid pPamII die Bcl-xL-Sequenz enthält, wurde eine kleine 

Menge der Plasmid-DNA extern sequenziert (Fa. Seqlab Sequence Laboratories GmbH, 

Göttingen, Deutschland). 

 

2.2.2.2 Herstellung stabiler Colo357 Bcl-xL-Zellen 

Zur Erstellung stabiler Bcl-xL überexprimierender Colo357-Zellen kam die Calcium-

Phosphat-Methode zum Einsatz. Colo357-Zellen wurden mit dem Überstand der 

virusproduzierenden Packzelllinie HEK293T infiziert. Dazu ist der retrovirale Vektor mit 

Transgen (pPamII = Bcl-xL in pBabePuro) und als Kontrolle der Vektor ohne Transgen 

(pBabePuro) verwendet worden. 

Als retroviraler Packvektor diente pIK6.1.gag/pol+(ATG). Dabei codieren gag 

Strukturproteine des Nukleokapsids und pol virale Enzyme wie z.B. die Integrase und die 

reverse Transkriptase. Weiterhin wurde der Packvektor CMV-VSV-G verwendet. Diese 

beiden Vektoren sind für die Herstellung von Virusüberständen in humanen embryonalen 

Nierenzellen HEK293T von großer Bedeutung. 

Für die Transfektion wurden in 10 cm große Primariaschalen 2 x 106 HEK293T-Zellen in 

DMEM mit 10 % FCS, 2 mM Glutamax und 1 nM Natriumpyruvat ausgesät. Nach dem 

Anwachsen der Zellen ist das verbrauchte Medium gegen neues DMEM ausgetauscht 

worden. Im Anschluss daran wurde der Transfektionsmix hergestellt und tropfenweise in der 

Zellkulturschale verteilt. Nach 18 h erfolgte erneut ein Austausch des Mediums.  

 

Der Transfektionsansatz bestand aus folgenden Komponenten: 

- 418 µl Aqua dest. 

- 10 µl DNA pPamII oder pBabePuro (2 µg/µl) 

- 5 µl pIK6.1.gag/pol+(ATG) (2 µg/µl) 

- 5 µl CMV-VSV-G (2 µg/µl) 

- 62 µl 2 M Calciumchlorid (CaCl2) 

- 500 µl 2 x Hankôs Balanced Salt Solution (HBSS) 
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Parallel dazu wurden die Zielzellen Colo357 in Löcher einer 6-Loch-Platte mit der Anzahl von 

2 x 105 Zellen ausgesät. Um die Infektion der Zellen mit den Viruspartikeln zu erleichtern, 

wurde Polybren (8 µl) zu den Zellen gegeben. 

Nach 24 h, d.h. 42 h nach Transfektion, erfolgte die Transduktion. Dazu wurde der 

Virusüberstand der HEK293T-Zellen in einer Spritze gesammelt, durch einen 0,45 µm 

Acrodisc-Filter gegeben und auf die Zielzellen Colo357 überführt. Nach 24 h ist der 

Mediumüberstand von den Tumorzellen entfernt und das Selektionsmedium RPMI-1640 mit 

2 µg/ml Puromycin hinzugefügt worden. Nicht-transfizierte Colo357-Zellen mit und ohne 

Puromycin dienten als Kontrolle für den Erfolg der Transduktion. 

 

2.2.3 Proteinbiochemische Methoden 

2.2.3.1 Herstellung von Proteinextrakten aus Ganzzell-Lysaten 

Zur Isolierung von Proteinen wurden die Tumorzellen in Löcher einer 6-Loch-Platte 

ausgesät. Nach einer 24-stündigen Anwachszeit erfolgte die 3- bzw. 24-stündige 

Behandlung dieser mit APG350, APG780, APG861 oder TRAIL sowie PBS als Kontrolle. 

Nach Ende der Inkubation wurden die Zellen mit eiskaltem PBS gewaschen. Die Zelllyse 

erfolgte auf Eis mittels Radio-Immunoprecipitation-Assay-(RIPA-) Puffer mit Protease- und 

Phosphatase-Inhibitoren, um eine enzymatische Degradation und um Dephosphorylierungen 

zu inhibieren. Anschließend wurden die Zellen für 20 min bei -20 °C eingefroren. Mit einem 

Ultraschallgerät (MSE Scientific Instruments, London, England) sind die zerplatzen Zellen 

aufgeschlossen sowie bei 4 °C für 15 min und 16.100 x g zentrifugiert worden, um nicht 

gelöste Zelltrümmer zu entfernen. Der Überstand wurde bis zur weiteren Verwendung bei -

20 °C gelagert. 

 

2.2.3.2 Herstellung von Proteinextrakten aus Gewebe 

Für die Extraktion von Proteinen aus experimentellem Tumorgewebe wurde dieses nach 

Entnahme sofort in flüssigem Stickstoff kryokonserviert und danach bei -80 °C gelagert. Das 

Schneiden der Gewebeproben erfolgte mit dem Gefriermikrotom (Microm 560, Thermo 

Scientific, Rockford, USA) bei einer Kammertemperatur von -20 °C. Die Gewebestücke 

wurden mit Einbettmedium ummantelt und in die Haltevorrichtung des Mikrotoms 

eingespannt. Es wurden 5 x 20 µm dicke Schnitte bei einer Gefriertemperatur des 

Objekttisches von -13 °C hergestellt. Die Schnitte wurden umgehend in eiskaltem Lysispuffer 

(RIPA-Puffer mit Protease- und Phosphatase-Inhibitoren) aufgenommen und bei -20 °C 

tiefgefroren. Im nächsten Schritt ist das Gewebe durch mehrmaliges Auf- und Abziehen mit 
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einer 26-Gauge-Kanüle homogenisiert worden. Nach einer 15-minütigen Zentrifugation der 

Proben bei 16.100 x g und 4 °C wurde der Überstand bei -20 °C zur weiteren Verwendung 

aufbewahrt. 

 

2.2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration (Pierce-Assay) 

Die Bestimmung der Proteinmenge erfolgte mittels Bicinchoninsäure- (BCA-) Assay nach 

Pierce entsprechend der Herstellerangaben (Pierce-Assay, Thermo Scientific GmbH, 

Schwerte, Deutschland). Die aufgetauten Extrakte wurden 1:10 mit RIPA-Puffer verdünnt. 

Für jede Probe ist eine Doppelbestimmung zweier Verdünnungen hergestellt worden. Als 

Standardreagenz diente Albumin in definierten Konzentrationsmengen. Anschließend 

erfolgte die Zugabe von Fertigsubstanzen des Herstellers in einem Verhältnis von 1:50 für 20 

min bei 60 °C. 

Es ist die Absorption bei einer Wellenlänge von 562 nm bis 690 nm gemessen und danach 

die Proteinmenge der Lysate bestimmt worden. 

 

2.2.3.4 Western Blot 

Bei der Western Blot Methode wird eine elektrophoretische Auftrennung der Proteine nach 

ihrer Größe vorgenommen und deren Größe mit Hilfe eines mitlaufenden Probenmarkers 

verglichen. Zum Angleichen des identischen Volumens jeder einzelnen Proteinprobe wurden 

diese mit RIPA-Puffer versetzt. Diese Proben wurden mit sodium dodecyl sulfate- (SDS-) 

haltigem 4x Lämmli-Puffer gemischt, für 5 min bei 95 °C aufgekocht und in Taschen eines 4 - 

20 % Tris-Glycin-Gels pipettiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte in einer mit Laufpuffer 

gefüllten Kammer bei einer konstanten Spannung von 125 V für 2 - 3 h. 

Anschließend wurden die Proteine auf eine polyvinylidene difluoride-(PVDF-) Membran 

mittels Nass-Blot-Verfahren transferiert. In eine Blotkassette wurde ein Whatman-Papier auf 

ein Schwämmchen gelegt und darauf das Tris-Glycin-Gel vorsichtig platziert. Zur Aktivierung 

der PVDF-Membran ist diese für 5 sec in 100 % Methanol und anschließend in Aqua dest. 

inkubiert worden, bevor sie auf das Gel transferiert wurde. Den Abschluss in der Kassette 

bildeten ein Whatman-Papier und ein weiteres Schwämmchen. Diese Blotkassette wurde in 

eine Kammer gesetzt und mit Puffer gefüllt. Der Transfer der Proteine erfolgte gekühlt für 1 h 

30 min bei 400 mA und konstanter Spannung. 

Im Anschluss daran wurde die Membran für 20 min getrocknet und für 1 h mit 5 %-iger 

Magermilch in Tris-Buffered Saline-Tween (TBS-T) oder mit 5 %-igem Bovine Serum 

Albumin (BSA) in TBS-T inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren. Die 
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Inkubation des Primärantikörpers (in 0,5 % oder 5 % Magermilch/ TBS-T bzw. 5 % BSA/ 

TBS-T) erfolgte schüttelnd bei 4 °C über Nacht. 

Im nächsten Schritt wurde die Membran 3 x 10 min in TBS-T gewaschen und in horseradish 

peroxidase-(HRP-) konjugiertem Sekundärantikörper (in 0,5 % oder 5 % Magermilch/ TBS-T 

bzw. 5 % BSA/ TBS-T) für 1 h bei RT inkubiert. Diese Membran ist dann erneut 3 x 10 min in 

TBS-T gewaschen worden. 

Es folgte die Inkubation der PVDF-Membran mit Enhanced Chemiluminescence- (ECL-) 

Detektionsreagenzien, um die Chemilumineszenz in der Dunkelkammer auf einen 

lichtempfindlichen Röntgenfilm zu transferieren und um ein Signal in einer 

Entwicklermaschine zu erhalten. 

 

 

2.2.4 Immunhistochemische Methoden 

2.2.4.1 Herstellung von Gewebeschnitten an kryokonserviertem Material 

Das entnommene Gewebe wurde nach Entnahme sofort in flüssigem Stickstoff 

schockgefroren und bei -80 °C gelagert. Dieses ist anschließend mit Einbettmedium 

umlagert und im Gefriermikrotom (Kammertemperatur -20 °C) auf dem Objekttisch 

(Temperatur -13 °C)  fixiert worden. Es wurden 5 µm dicke Schnitte hergestellt und auf 

Superfrost-Objektträger aufgezogen. Dann erfolgte über Nacht deren Trocknung und 

Einfrierung bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung. 

 

2.2.4.2 Hämatoxylin-Eosin- (HE-) Färbung an kryokonserviertem Material 

Die Hämatoxylin-Eosin-Färbung (HE-Färbung) ist eine Routinemethode und dient als 

Übersichtsfärbung. Die 5 µm dicken Gewebeschnitte wurden für 7 min in -20 °C gekühltem 

Aceton fixiert. Danach erfolgte die Inkubation mit Hämalaun für 3 min. Dieses Material wurde 

in Aqua dest. für 10 min unter fließendem Leitungswasser gebläut und anschließend erneut 

in Aqua dest. gespült. Es folgte eine 30-sekündige Inkubation mit Eosin (gelöst in 1 %-igem 

Ethanol). Dann wurden die Gewebeschnitte in aufsteigender Alkoholreihe für jeweils 2 min in 

70 %, 80 % und 100 % Ethanol entwässert. Die Objektträger wurde mit einem Tropfen 

Eindeckmedium (Mountex) versetzt und die Schnitte mit einem Deckgläschen versehen. 
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2.2.4.3 Immunhistochemische Färbung an kryokonserviertem Material 

Die auf Objektträger gezogenen Schnitte wurden für 10 min in Aceton fixiert. Es erfolgte ein 

Waschschritt in Tris-Buffered Saline (TBS) und eine 5-minütige Inkubation dieser mit 

Peroxidase Blocking Solution. Anschließend wurden die Schnitte zunächst 3 x  5 min in TBS 

gewaschen und mit Primärantikörper (in Verdünnungspuffer) für 30 min bei RT benetzt. 

Dann ist der Antikörper durch 3 x 5 min Spülen in TBS entfernt worden. 

Die Inkubation des Sekundärantikörpers erfolgte für 30 min bei RT. Danach wurden die 

Schnitte erneut 3 x 5 min in TBS gewaschen und für 5 min mit 3,3ó-Diaminobenzidine (DAB) 

benetzt. 

Nun sind die Gewebeschnitte in Aqua dest. gespült, für 7 min mit Hämatoxylin inkubiert und 

für 1 min unter fließendem Leitungswasser gebläut worden. Dann konnte das gefärbte 

Gewebe mit Eindeckmedium (Aquatex) eingedeckelt werden. 

 

2.2.4.4 Herstellung von Gewebeschnitten an formalinfixiertem Paraffinmaterial 

Zur Fixierung der Gewebeproben wurden sie umgehend in 4 %-ige Formaldehydlösung 

überführt. Nach 48 h sind diese einzeln in kleine Gitter gelegt und in einem 

Gewebeeinbettautomaten (Leica) entwässert worden. Dann erfolgte das Gießen der Proben 

in Paraffin. 

Es wurden 2 µm dicke Schnitte mit dem Rotationsmikrotom hergestellt. Diese wurden auf 

Objektträger gezogen, über Nacht im Brutschrank bei 54 °C getrocknet und bis zur weiteren 

Verwendung bei 4 °C gelagert. 

 

2.2.4.5 Immunhistochemische Färbung an formalinfixiertem Paraffinmaterial 

Für die Analyse der Proteinexpression im experimentellen Tumorgewebe wurden 

immunhistochemische Färbungen an formalinfixiertem, paraffineingebettetem Gewebe 

durchgeführt. 

Es sind 2 µm dicke Schnitte in absteigender Alkoholreihe  2 x 10 min in Xylol, 2 x 2 min in 96 

% Ethanol, 1 x 2 min in 70 % Ethanol, 1 x 2 min in 50 % Ethanol und 2 x 2 min in Aqua dest. 

rehydriert worden. Anschließend erfolgte die Demaskierung im Pascalgerät (S2800, Dako 

Cytomation California Inc, USA) bei 120 °C, um das bei der Fixierung maskierte Epitop für 

den Antikörper wieder zugänglich zu machen. Die Gewebeproben wurden unter 

Leitungswasser abgekühlt und für 5 min in TBS gespült. 

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase wurden die Schnitte mit 2 - 3 Tropfen Hydrogen 

Peroxidase Block benetzt und für 15 min bei RT inkubiert. Anschließend wurden diese 3 x in 

TBS gespült und mit 2 - 3 Tropfen Ultra V Block für 5 min bei RT benetzt, um unspezifische 
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Bindungen der Antikörper zu verhindern. Folgend wurden sie 3 x 2 min in TBS gewaschen. 

Dann wurden die Schnitte mit Primärantikörper (verdünnt in Reagent Diluent) benetzt und bei 

4 °C über Nacht inkubiert. Nach 3 x 5-minütigem Waschen mit TBS wurden die Schnitte mit 

Sekundärantikörper für 30 min bei RT benetzt. 

Anschließend sind die Schnitte 3 x 5 min in TBS gespült sowie mit dem Chromogen DAB für 

6 min inkubiert worden. Die Gewebeproben wurden im nächsten Schritt in Aqua dest. gespült 

und zur Kernfärbung mit Hämalaun für 1 min benetzt. Es folgte das Bläuen der Schnitte für 

10 min unter fließend lauwarmem Leitungswasser. Dieses gefärbte Material wurde in 

aufsteigender Alkoholreihe entwässert, in Xylol gelagert und mit Eindeckmedium (Pertex) 

eingebettet. 

Zur Kontrolle der Färbungen wurden die verschiedenen Reaktionsschritte auf ihre Spezifität 

hin untersucht. Als Negativkontrolle dienten Gewebeproben, die statt des Primärantikörpers 

nur mit Verdünnungspuffer (Reagent Diluent) inkubiert wurden. Weiterhin sind gegen 

Mausproteine gerichtete Isotyp-Kontrollen (IgG-Kontrollen) verwendet worden. Als 

Positivkontrolle wurden Schnitte eines humanen duktalen Pankreaskarzinoms zu den 

Färbungen aufgenommen. 

 

2.2.5 Tierversuche 

Zum Verständnis der therapeutischen Wirkung von APG350 auf das Wachstum der 

Pankreastumore und die Ausbildung von Fernmetastasen wurde das orthotope 

Xenotransplantationsmodell verwendet. 

Für die Entstehung eines soliden Tumors sind humane Pankreaskrebszellen in die 

Bauspeicheldrüse von immundefizienten Severe combined immunodeficiency-(SCID)-beige-

(bg)-Mäusen injiziert worden. Diese Tiere haben zwei autosomal-rezessive Mutationen, 

SCID (Prkdcscid, Gen auf dem Chromosom 16) und beige (Lystbg, Gen auf dem Chromosom 

13). Homozygote Tiere weisen eine B-, T- und natürliche Killer-(NK)-Zelldefizienz. Die 

Differenzierung von Lymphozyten aus Stammzellen wird verhindert. Diese Eigenschaften 

ermöglichen die Aufnahme von körperfremden Zellen. 

Im Phänotyp haben die Mäuse unterentwickelte lymphatische Organe, keine funktionellen B- 

und T-Zellen, eine Lymphopenie und eine Hypoimmunglobulinämie. 

 

2.2.5.1 Versuchstierhaltung 

4 - 6 Wochen alte, weibliche SCID-bg-Mäuse (Nomenklatur: CB17.Cg-PrkdcscidLystbg-J/Crl) 

wurden von der Firma Charles River Laboratories (Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Deren 

Akklimatisierungszeit betrug 14 Tage. Die Tiere wurden unter spezifiziert pathogenfreier 

(SPF-) Barrieretierhaltung in Filtertopkäfigen gruppenweise gehalten. Im Anschluss an die 
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chirurgischen Operationen wechselten diese in die individually ventilated cages (IVC-) 

Käfighaltung. Die Mäuse bekamen Futter und Wasser ad libitum. Alle Tierversuche wurden 

in Übereinstimmung mit den lokalen Behörden (Aktenzeichen Tierversuchsvorhaben: V 311-

72241.121-7 (52-4/12)) und den Richtlinien des Tierschutzgesetzes durchgeführt. 

2.2.5.2 Orthotopes Xenotransplantationsmodell 

Humane Pankreaskarzinomzellen wurden in der Zellkultur unter Standardbedingungen 

gezüchtet. Die adhärenten Zellen sind einmal mit DPBS gewaschen und zum Ablösen mit 

Accutase inkubiert worden. Anschließend wurden diese Zellen in einem Falcon-Röhrchen 

gesammelt und bei 400 x g für 4 min zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in frischem Medium 

aufgenommen und die Zellen vorsichtig vereinzelt. 1 x 106 Tumorzellen wurden bei 400 x g 

für 5 min zentrifugiert und dann der Überstand entfernt. Das gewonnene Zellpellet wurde 

vorsichtig in 25 µl Matrigel aufgenommen und in eine Spritze gegeben. Bis zur weiteren 

Verwendung wurden diese auf Eis gelagert. 

Für die Inokulation der Tumorzellen wurden die Mäuse mittels intraperitoneal (i.p.) 

applizierter, gewichtsangepasster Narkose (Medetomidin 0,5 mg/kg KG; Midazolam 5 mg/kg 

KG; Fentanyl 0,05 mg/kg KG) in einem Volumen von 100 µl anästhesiert. Die Augen sind vor 

Austrocknung mit Augencreme bedeckt worden. Das Abdomen wurde mit einem 

Einwegrasierer von Haaren befreit. Während der gesamten Operationsdauer sind die Tiere 

mittels Wärmematten und einer Infrarotlampe warm gehalten worden, um eine Unterkühlung 

zu vermeiden. Über eine mediane Laparotomie und der vorsichtigen Exposition des 

Mauspankreas erfolgte die Applikation der zuvor vorbereiteten Spritzen mit humanen 

Tumorzellen. Anschließend wurden Pankreas und Organe repositioniert und der Bauchraum 

mehrschichtig mit Nahtmaterial Vicryl 6/0 (Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlossen.  

Nach den chirurgischen Eingriffen wurde den Tieren 100 µl 5 %-ige Glucose subkutan 

appliziert. Dann ist der Antagonist (Flumazenil  0,5 mg/kg KG; Naloxon 1,2 mg/kg KG; 

Atipamezol 2,5 mg/kg KG) in einem Volumen von 25 µl zur Ausleitung der Narkose 

verabreicht worden. Als Analgesie bekamen die Mäuse 75 µl Buprenorphin (Temgesic 0,1 

mg/kg KG) subkutan und wurden während der Aufwachphase mit einer Infrarotlampe 

gewärmt. 

Der Gesundheitszustand der Tiere wurde an den darauffolgenden Tagen zwei Mal täglich 

beobachtet. Danach erfolgte die Überwachung der Tiere zwei Mal pro Woche, wobei 

Bewegungsmuster und Fressverhalten sowie das Körpergewicht dokumentiert wurden. 
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2.2.5.3 Primäres Tumormodell mit konservativer Therapie 

Zur Untersuchung der pharmakologischen Wirkung von APG350 auf primäre 

Pankreastumore wurden humane Tumorzellen in den Pankreas von SCID-bg-Mäusen 

inokuliert. 

Nach Ausbildung eines soliden Tumors startete nach vier Tagen die konservative Therapie 

für fünf folgende Tage (Abbildung 2.1). Die Mäuse wurden bei einer Gruppengröße von 8 

Tieren 1 x täglich entweder mit APG350 (3 mg/ kg KG), TRAIL (3 mg/ kg KG) oder PBS 

intraperitoneal behandelt. 

Um die Blutkonzentration von APG350 und TRAIL zu bestimmen, wurden den Mäusen am 

ersten und am letzten Behandlungstag je 30 min nach Applikation Blut mittels 

Schwanzvenenpunktion entnommen. Dieses Vollblut ist anschließend bei 10.000 x g für 5 

min zentrifugiert und das so gewonnene Serum bis zur Verwendung bei -80 °C eingefroren 

worden. 

Am Ende der Versuche wurden die Tiere narkotisiert und durch zervikale Dislokation getötet. 

Die Tumore wurden entnommen, vermessen und gewogen. Auch die Zahl der Metastasen in 

Leber und Milz wurde dokumentiert. 

Für die histologische Aufarbeitung wurden Tumorgewebe und andere Organe in jeweils 

Hälften geteilt und sofort fixiert, um eine Zersetzung des Gewebes zu verhindern. Dazu 

wurden das eine Gewebestück in flüssigem Stickstoff kryokonserviert und das andere in 4 

%-iger Formaldehydlösung gelagert. 

 

 

Abbildung 2.1: Konservatives Therapieschema. 

 

2.2.5.4 Resektionsmodell mit adjuvanter Therapie 

In weiterer Annäherung an die klinisch-chirurgische Situation wurde das bestehende 

Xenotransplantationsmodell um eine Resektion des Primärtumors erweitert. Dieses erlaubt 

die Untersuchungen von Rezidivtumoren und deren Metastasierung.  
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Die Tumorzellen wurden, wie unter Abschnitt 2.2.5.2 beschrieben, in den Pankreas von 

SCID-bg-Mäusen inokuliert. 

Nach 14 Tagen erfolgte die Resektion des Primärtumors mittels Relaparotomie und eine 

subtotale Pankreatektomie (Abbildung 2.2). Dann schloss sich nach vier Tagen die 

adjuvante Therapie entsprechend des Behandlungsschemas, wie in Abschnitt 2.2.5.3 

beschrieben, an. Am ersten und am letzten Behandlungstag wurde von jedem Tier Blut 

entnommen, um den Serumspiegel von APG350 und TRAIL zu bestimmen. 

Die Versuche wurden, wie unter Abschnitt 2.2.5.3 genannt, beendet und die Gewebeproben 

für histologische Untersuchungen vorbereitet. 

 

 

Abbildung 2.2: Adjuvantes Therapieschema. 

 

Um den Krankheitsverlauf nach palliativer und adjuvanter Therapie mit APG350, TRAIL oder 

PBS zu untersuchen, wurde die nicht-invasive Kleintierbildgebung angewandt. Diese 

ermöglicht zum einen eine morphologische Begutachtung der Tumore während des 

laufenden Versuches und erlaubt zum anderen gleichzeitig das Ermitteln von 

Fernmetastasen in Organen wie Leber und Milz. 

Es wurde das Kleintier-Sonographiegerät Vevo2100 (VisualSonics Inc., Toronto, Kanada) 

verwendet, welches mit einer Auflösung von 30 µm detaillierte, morphologische 

Informationen liefert. Die Tiere sind mit gewichtsangepasster Narkose anästhesiert und auf 

einer Wärmeplatte fixiert worden. Das von Haaren entfernte Abdomen wurde mit 

Ultraschallgel (Aquasonic 100 ultrasound transmission gel, PARKER Laboratories, Fairfield, 

New Jersey, USA) bedeckt. Zum Aufsuchen des Tumors ist der Schallkopf in sagittaler und 

transversaler Orientierung aufgesetzt worden. Die Bildaufnahme erfolgte in 3D-Datensätzen 

im B-Mode. Nach der Sonographie wurden die Narkose antagonisiert und die Mäuse 

während der Aufwachphase gewärmt. Für die Volumetrie der Tumore wurde die Vevo2100 

Software (Version 1.4.0) verwendet. Repräsentative Bilder wurden exportiert und als 

Bilddateiformat gespeichert. 
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Am Ende jeden Versuches wurde der ClinScan 7 Tesla Kernspintomograph (Bruker, 

Billerica, Massachusetts, USA) verwendet. Dieses Ganzkörper-MRT erlaubt die Lokalisation 

sowohl von Primär- und Rezidivtumoren als auch von Metastasen in Organen wie Leber und 

Milz zu bestimmen. Die Mäuse wurden mittels Narkose betäubt und auf eine 

Haltevorrichtung fixiert. Während der Messungen ist eine Inhalationsanästhesie mit Isofluran 

gegeben worden. Die Datenanalyse erfolgte mit der Software syngo® MR B15. 

2.2.5.6 Bestimmung des APG350- und TRAIL-Spiegels im Serum von SCID bg Mäusen 

Am 1. und 5. Behandlungstag wurden 30 min nach Substanzgabe allen Tieren Blut mittels 

Schwanzvenenpunktion entnommen, bei 10.000 x g für 5 min zentrifugiert und das Serum in 

ein neues Cup überführt. Bei den APG350-behandelten Tieren wurde ein ELISA für die 

Bestimmung der APG350-Konzentration und bei den TRAIL-behandelten Mäusen wurde ein 

anderer ELISA für die TRAIL-Konzentration im Mausserum angewandt. Die Kontrollen 

(Serum von PBS-behandelten Tieren) wurden zur Überprüfung der Spezifität mit beiden 

ELISA-Methoden gemessen. 

 

2.2.5.7 Statistische Auswertung und Prüfung auf Signifikanz 

Die statistische Auswertung der Daten erfolgte mit der GraphPad Software GraphPad Prism 

4 (Windows 4.03). 

Es wurde eine Dependenzanalyse durchgeführt, um Unterschiede in den Gruppen 

festzustellen. Die Werte der in vitro-Versuche wurden als Mittelwert ± Standardabweichung 

angegeben. Die Überprüfung auf statistische Signifikanz erfolgte mittels t-Test für 

unverbundene Stichproben. Die Werte in den in vivo-Experimenten wurden als Median ± 

Standardabweichung ausgedrückt. Um zu überprüfen, ob sich zwei verschiedene 

Stichproben unterscheiden wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney-U-Test verwendet. 

Um Unterschiede in der Häufigkeit von Stichproben auszudrücken, wurde der Binominal-Test 

angewandt. Ein p-Wert Ò 0,05 wurde als statistisch Ăsignifikantñ (*) und ein Wert Ò 0,01 als 

statistisch Ăhoch signifikantñ (**) angesehen. 
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3. Ergebnisse 

3.1 in vitro-Analysen 

3.1.1 APG350 induziert Apoptose in PDAC-Zellen 

Untersuchungen von Gieffers und seinen Kollegen zur Wirkung von APG350 in vitro 

ergaben, dass dieser hexavalente TRAIL-Rezeptor-Agonist in der humanen 

Kolonkarzinomzelllinie Colo205 effektiv die Apoptose auslöst (Gieffers et al., 2013). Zu 

Beginn der Arbeit sollten diese Ergebnisse erst einmal verifiziert werden, um die Charge der 

gelieferten Substanz auf ihre beschriebene Wirksamkeit zu testen. Hierzu wurden die 

Colo205-Zellen für 24 h mit APG350 stimuliert und deren Viabilität mittels MTS-Assay 

bestimmt. Als Vergleichssubstanzen wurden trimeres TRAIL sowie zwei ähnlich wirkende 

hexamere TRAIL-Formen (APG780 und APG861) verwendet. Die quantitative Beziehung 

zwischen den untersuchten Substanzen in Abhängigkeit von deren Dosis wurde graphisch 

als Dosis-Wirkungskurve dargestellt und die mittlere effektive Konzentration (EC50-Wert) für 

jede Substanz ermittelt (Abbildung 3.1). 

Übereinstimmend mit den Daten von Gieffers et al. wurde gezeigt, dass das hexamere 

APG350 Zelltod in Colo205-Zellen induziert. Die Auswertung des MTS-Assays zeigt, dass 

die Zellviabilität von Colo205 mit APG350 konzentrationsabhängig reduziert wurde. Der 

EC50-Wert war für APG350 mit 21,4 ng/ml höher als in der vorangegangen Publikation mit 

einem Wert von 10 ng/ml. Hingegen reduzierte die Stimulation der Zellen mit trimeren TRAIL 

die Viabilität stärker bei einer Konzentration von 12 ng/ml, sodass sich daraus ein geringerer 

EC50-Wert von 9,0 ng/ml ergab. Der Verlauf der Dosis-Wirkungskurve für hexameres 

APG780 und hexameres APG861 verdeutlicht, dass beide Substanzen mit 41,40 ng/ml und 

30,35 ng/ml ähnlich wie das hexamere APG350 die Viabilität der Colo205-Zellen 

verminderten (Abbildung 3.1). 
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Abbildung 3.1: Trimeres TRAIL und hexavalente TRAIL-Formen reduzieren die Viabilität in 
Colo205-Zellen. 

1x104 Zellen wurden in Löcher einer 96-Loch Platte ausgesät und für 24 h mit TRAIL, APG350, 

APG780 oder APG861 in den angegeben Konzentrationen behandelt. Die Zellviabilität wurde mittels 

MTS-Assay bestimmt. Die Werte der behandelten Zellen wurden auf die Werte der unbehandelten 

Zellen normiert. Dargestellt sind die repräsentativen Ergebnisse eines von zwei durchgeführten 

Versuchen (n=6 ± SD). 

 

In den nachfolgenden Experimenten wurden PDAC-Zellen (1x104 Zellen; 96-Loch-Platte) für 

24 h mit TRAIL, mit APG350, mit APG780 oder mit APG861 in gleicher massenbezogenen 

Konzentration (ng/ml) behandelt. Zur Bestimmung der Zellviabilität wurden zwei 

verschiedene Zytotoxizitätsassays (MTS-Assay und Kristallviolett-Färbung) verwendet. 

Die in Abbildung 3.2 graphisch dargestellten Ergebnisse legen dar, dass die drei 

untersuchten PDAC-Zelllinien unterschiedlich stark auf die verwendeten Reagenzien mit 

Zelltod reagierten (Abbildung 3.2). Während alle vier Substanzen in ähnlichem Maß die 

Viabilität in PancTuI-Zellen reduzierten (Abbildung 3.2 A, B), zeigte in Colo357- und Panc89-

Zellen die TRAIL-Stimulation einen signifikanten Unterschied in der Reduktion der 

Zellviabilität im Vergleich zur Stimulation der Zellen mit APG350, APG780 und APG861 

(Abbildung 3.2 C-F). Diese Beobachtungen wurden auch bei der Betrachtung der EC50-

Werte für alle Substanzen deutlich. In Übereinstimmung mit vorangegangen Untersuchungen 

zeigten sich PancTuI-Zellen deutlich resistenter, gefolgt von Panc89- und Colo357-Zellen 

(Trauzold et al., 2003; Lemke et al., 2010). 
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Abbildung 3.2: Vergleich der Behandlung von verschiedenen TRAIL-Formen auf PDAC-
Zelllinien. 

1x104 Zellen wurden in Löcher einer 96-Loch Platte ausgesät und für 24 h mit TRAIL, APG350, 

APG780 oder APG861 in den angegeben Konzentrationen behandelt. Die Zellviabilität wurde mittels 

MTS-Assay (A, C, E) und Kristallviolett-Färbung (B, D, F) bestimmt. Die Werte der behandelten Zellen 

wurden auf die Werte der unbehandelten Zellen normiert. Dargestellt sind die repräsentativen 

Ergebnisse eines von zwei durchgeführten Versuchen (n=6 ± SD). 

 
















































































































































