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1 Einleitung

1.1 Chromatinstruktur und transkriptionelle Regulation

Die DNA eukaryontischer Zellen liegt im Zellkern nicht frei, sondern in einer
verdichteten Form, dem Chromatin, vor. Dieser makromolekulare Komplex setzt
sich aus den Einzelkomponenten DNA, Histonen und Nicht-Histonproteinen
zusammen. Die funktionelle Basiseinheit des Chromatins ist das Nukleosom
(Kornberg et al., 1977). Dieser hochkonservierte Nukleoproteinkomplex besteht
aus einem sogenannten Nukleosomenkern (Core), geformt aus 146 Basenpaaren
DNA, die in 1,65 Windungen einer linksgangigen Helix um ein Histonoktamer
gewunden ist, welches sich aus den basischen Core-Histonproteinen H2A, H2B,
H3 und H4 zusammensetzt (Abb. 1).

[ H2A B H3
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Abb. 1: Schematischer Aufbau eines Nukleosoms. Ansicht auf einen Nukleosomen-Core-Komplex
entlang der superhelicalen Achse entsprechend einer réntgenkristallographische Analyse.



Die Hetereodimerisierung von H3 und H4 mit anschlieRender Dimerisierung zum
(H3-H4),-Tetramer sowie die Bildung des H2A-H2B-Dimers tragen entscheidend
zur Stabilitat des Nukleosomenkerns bei. Die einzelnen Nukleosomen werden
durch sogenannte Linker-DNA unterschiedlicher Lange miteinander verknupft, an
welches das Linker-Histon H1 bindet und zur Stabilisierung des Chromatins zu
Strukturen hdherer Ordnung beitragt. Die lineare DNA kann auf diese Weise etwa
um den Faktor 30 - 40 verdichtet werden (Luger et al., 1998). Linker-Histone
stellen im Gegensatz zu Histonproteinen des Nukleosomenkerns keine
essentiellen Komponenten des Chromatins dar (Dasso et al., 1994), so dass ihre
Bindung unter physiologischen Bedingungen auch schwacherer Natur ist als die
der Core-Histone.

Die Konformationen der C-terminalen Domanen aller Core-Histone weil3en eine
hohe strukturelle Ahnlichkeit auf. Das sogenannte Histonfaltungsmotiv (Arents et
al., 1991) beschreibt eine zentral gelegene, etwas langere a-Helix, die seitlich von
kirzeren Helices und Schleifen, welche mit der DNA in Kontakt treten, flankiert
wird. Die positiv geladenen N-terminalen Domanen der Core-Histone liegen
aullerhalb dieser Histonfaltungsregionen und ragen als ,histone tails“ (Bohm et al.,
1984) aus dem Core-Komplex heraus. Diese Regionen sind fur die Bildung hoher
geordneter Chromatinstrukturen von elementarer Bedeutung, wie das Beispiel des
N-Terminus von H4 verdeutlicht, welches bis zum benachbarten Nukleosom reicht
und damit eine Interaktion mit dessen H2A-H2B-Dimer moglich macht (Luger et al.,
1998).

Die N-terminalen Regionen der Histonproteine sind weiterhin Angriffspunkte fur
verschiedenste post-translationale Modifikationen, deren Ausmalf} bzw. lokale Ver-
anderung die Konformation des Chromatins und damit die Zuganglichkeit der DNA
sowie die transkriptionelle Aktivitat von Genen entscheidend beeinflusst.

Sehr vereinfachend kann gesagt werden, dass kondensiertes Chromatin eine
Repression der Transkription vermittelt, wahrend transkriptionell aktive Gene mit
einer als ,offenen® bezeichneten Chromatinkonformation assoziiert sind (Jenuwein

et al., 2001). Die Ursache liegt in der sterischen Anordnung von kondensiertem



Chromatin, welche den Zugang von Transkriptions- und Initiationsfaktoren an
spezifische DNA-Sequenzen erschwert und damit einen generell repressiven
Effekt auf die Transkription von Genen ausubt. Kovalente Modifikationen an den
Jhistone tails, die eine Anderung der Chromatinkondensation zur Folge haben,
stellen also einen dynamischen Regulationsmechanismus zur Steuerung der
transkriptionellen Aktivitat dar (Abb. 2). Insbesondere die N-terminalen Regionen
von H3 und H4 sind Zielstrukturen derartiger Modifikationen (Strahl et al., 2000)
und umfassen Acetylierungs-, Methylierungs- und Phosphorylierungsprozesse, die
insgesamt als ,Histoncode” bezeichnet worden sind (Wu et al., 2000; Jenuwein et
al.,, 2001). Obwohl aufgrund des hohen Aufkommens an Histonproteinen in
eukaryontischen Zellen die posttranslationalen Veranderungen der N-terminalen
Histonenden schon frih beschrieben worden sind (Allfrey et al., 1964; Pogo et al.,
1966), konnte die Kausalitdt zwischen diesen Modifikationen und den
entsprechenden molekularen Vorgange innerhalb der Zelle erst in den letzten
Jahren u.a. mit Charakterisierung der beteiligten Enzyme und Entwicklung

spezifischer Inhibitoren hergestellt werden.

A B

Abb. 2: Posttranslationale Modifikationen an Histonproteinen durch Methylierungs- (Me), Phospho-
rylierungs- (P) oder Acetylierungsvorgédnge (Ac) flihren zu einer Verdnderung der Nukleosomen-
struktur. A: DNA-Methylierung und Histondeacetylierung induzieren eine kompakte Chromatinkon-
figuration und transkriptionelle Repression. B: Histonacetylierung und DNA-Demethylierung relaxie-
ren das Chromatin und erlauben transkriptionelle Aktivierung. HDAC = Histon-Deacetylase; HAT =
Histon-Acetyltransferase.



1.2 Chromatinumbau (,,Chromatin remodelling”) durch Acetylierung und

Deacetylierung von Histonproteinen

Die bei weitem haufigsten und am besten charakterisierten posttranslationalen
Veranderungen an Histonproteinen sind eine reversible Acetylierung bzw.
Deacetylierung an spezifischen N-terminalen Lysinresten von Histonen. Das
dynamische Gleichgewicht zwischen diesen beiden Reaktionen wird von zwei
kompetitiven Enzymfamilien, den Histon-Acetyltransferasen (HAT) und den Histon-

Deacetylasen (HDAC), reguliert.

L 1
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Abb. 3: N-terminale Lysinreste von Histonen sind potentielle Substrate des gegensétzlich arbeiten-
den Enzympaares HAT und HDAC. L = Lysin ; Ub = Ubiquitin; P = Phosphat; Ac = Acetyl; Me =
Methyl ; S = Serin; G = Glutaminséaure.

Die Acetylierung von Histonproteinen durch Ubertragung einer aktivierten Acteyl-
Gruppe auf N-terminale Lysinreste wird durch HAT katalysiert. Diese posttrans-
lationale Modifikation korreliert mit einer erhdhten transkriptionellen Aktivitat

(Marmorstein et al., 2001), welcher ein Umbau (,remodelling“) der Chromatin-



struktur zugrunde liegt. Unter physiologischen Bedingungen weisen hypo-
acetylierte Histonenden positiv geladene Lysinreste auf (Abb. 3), welche aufgrund
elektrostatischer Wechselwirkungen eine enge Bindung mit dem negativ
geladenen Phosphatgerist der DNA eingehen. Dies resultiert in einer
kondensierten Chromatinstruktur und daraus folgt eine Repression der Trans-
kription. Die Acetylierung durch HAT neutralisiert diese positiv geladenen
Lysinreste in einer Amidbindung, so dass durch eine Veranderung des
»supercoilings“ der nukleosomalen DNA (Norton et al., 1989) und einer erhdhten
Mobilitat der Histone innerhalb des Nukleosomenkomplexes (Cary et al., 1982)
eine ,offenere® Konformation der DNA vorliegt, welche die Transkription
korrespondierender Gene beglnstigt.

Der umgekehrte Vorgang, die Deacetylierung von N-terminalen Lysinresten, wird
analog durch die antagonistischen Enzyme mit HDAC-Aktivitat bewerkstelligt und
fuhrt Gber die Demaskierung der positiv geladenen Lysinreste zur Kondensation
des Chromatins (Davie et al., 1998) und zur transkriptionellen Repression von Ziel-
genen.

Der Grofteil der bisher charakterisierten humanen Proteine mit HAT- oder HDAC-
Aktivitat ist Teil hochmolekularer Multiproteinkomplexe mit transkriptioneller
Koaktivator- oder Korepressoraktivitat (Ng et al., 2000; Ahringer et al., 2000). Die
Rekrutierung von HAT und HDAC zu bestimmten Chromatinregionen erfolgt Uber
eine Interaktion mit sequenzspezifischen DNA-Bindungsproteinen (Legube et al.,
2003). Steroid- und Thyroidhormonrezeptoren sind Beispiele fur Transkriptions-
faktoren, welche Uber Korepressoren wie NCoR (,nuclear-receptor corepressor®),
SMRT (,silencing mediator for retinoid and thyroid-hormone receptors®) oder SIN3
(,switch independent 3“) Histon-Deacetylasen rekrutieren (Ordentlich et al., 2001).
Innerhalb des Multiproteinkomplexes modifizieren HDAC Enzyme durch Histon-
deacetylierung die lokale Chromatinstruktur, wahrend die Korepressoren einen
zusatzlichen negativen Effekt auf den Aktivitatsgrad des basalen Transkriptions-
apparates ausuben koénnen. Analog zu HDAC Enzymen wurden auch fur HAT

Enzyme Kofaktoren und Transkriptionsfaktoren identifiziert, die HATs binden und



eine spezifische Interaktion mit den entsprechenden Erkennungssequenzen ver-

mitteln (Workman et al., 1998).

1.3 Die Rolle einer gestorten HDAC-Aktivitat bei der malignen Trans-

formation

Zellproliferation und -differenzierung werden von einer hierarchisch geordneten,

sequentiellen Abfolge von Genaktivierungen reguliert, welche wiederum auf der

Ebene der Chromatinstruktur mit kontrolliert werden (Muller et al., 2001). Die

Kontrolle der Zellzahl, einschlieBlich der Eliminierung von Zellen aus dem

Zellzyklus, z. B. durch Apoptosephanomene, ist in diese Kontrollprogramme

eingebettet.

Deacetylierte Histone

\

Transkriptionelle Repression
von Genen

\

Zellwachstum

\

Tumorwachstum

Hyperacetylierte Histone

\

Transkriptionelle Aktivierung
von Genen

4

Zellzyklusarrest, Differenzierung
und/oder Apoptose

\

Inhibition des Tumorwachstums

Abb. 4: Die Rolle der Chromatinstruktur bei der malignen Transformation. Ac = Acetylierung.



Eine Storung der Zusammensetzung von Proteinkomplexen, die verantwortlich fur
die Chromatinstruktur sind, kann somit die hoher geordenten Prozesse auf dieser
Ebene empfindlich stéren, so dass sie durch unkontrollierte Proliferation,
Dedifferenzierung und Hemmung von Apoptosephanomenen Teil einer malignen
Transformation sein konnen (Johnstone et al., 2002; Abb. 4). So kénnen Gen-
mutationen, welche in funktionell inaktiven HAT, Uberexprimierten HDAC oder
einer fehlerhaften Rekrutierung von HAT und HDAC Enzymen zu bestimmten
Zielstrukturen resultieren, durch epigenetische Veranderungen, an der
Tumorentstehung maf3-geblich beteiligt sein (Jacobson et al., 1999; Kouzandes et
al., 1999; Esteller et al., 2002).

Die Zusammenhange zwischen aberranter HDAC-Aktivitat und maligner Entartung
sind bisher in der Onkogenese der akuten Promyelozytenleukdmie (APL) am
besten aufgeklart (He et al., 1998; Lin et al., 1998; Grignani et al., 1998). Aufgrund
von chromosomalen Translokationen wird in APL-Patienten die Bildung von
onkogenen Retinolsaure-Rezeptor(RAR)-Fusionsproteinen induziert, welche die
Differenzierung der myeloischen Zellreihe durch fehlerhafte Aktivierung von HDAC-
Komplexen blockieren.

Der Retinolsaure-Rezeptor reguliert physiologischerweise durch Interaktion mit
seinem naturlichen Liganden Retinolsdure (RA) die Transkription bestimmter RAR-
Zielgene. In Abwesenheit des Liganden kommt es nach Bindung an spezifische
DNA-Elemente Uber NCoR oder SMRT zur Rekrutierung von SIN3/HDAC-
Komplexen und konsekutiv zur transkriptionellen Repression, wahrend der Zusatz
von RA antagonistisch eine Freisetzung der HDAC-Komplexe bewirkt und durch
Rekrutierung von HATs die Transkription der RAR-Zielgene wieder reaktiviert (Lin
et al., 2001; Zelent et al., 2001; Pandolfi et al., 2001). Die beiden Fusionsproteine
promyelocytic leucaemia(PML)-RAR [t(15;17)] und promyelocytic leucaemia zinc
finger(PLZF)-RAR [t(11;17)] stdren diese Koordination, indem sie mit hoher
Affinitat HDACs binden und gleichzeitig aber umempfanglich sind fur die Gegen-
regulation von RA, was zu einer konstitutiven Repression von Genen fuhrt, welche

fur den Differenzierungsprozess der Myelozyten notwendig sind (Lin et al., 2001;



Zelent et al.,, 2001; Pandolfi et al., 2001). Der Zusatz von Histondeacetylase-
Inhibitoren (HDAC-I) ist in der Lage, die Differenzierungsblockade in diesen APL-
Zellen zu uUberwinden, was die Hypothese bestatigt, dass die HDAC-vermittelte
Dysregulation der Genexpression eine zentrale Rolle in der Pathogenese der APL
spielt.

Die HDAC-abhangige transkriptionelle Repression in der Entwicklung von APL
dient als Modell fir ein onkogenes Ereignis, welches nicht nur bei hamatologischen
Krebserkrankungen, wie dem Non-Hodgkin-Lymphom (Huynh et al., 2000) oder
der akuten myeloischen Leukamie (Heibert et al., 2001; Licht et al., 2001) statt-
findet, sondern auch fur solide Tumoren nachweisbar ist. Fir die Enstehung und
Progression dieser Malignome scheint insbesondere eine gestorte Balance
zwischen HDAC- und HAT-Aktivitat von Bedeutung zu sein.

So sind z. B. Mutationen von spezifischen HAT wie p300 und CBP (CREB (cAMP
responsive  element-binding  protein)-binding-protein)  bei  Patienten = mit
kongenitalem Rubenstein-Taybi-Syndrom nachweisbar; einer Erkrankung, die mit
einer starken Neigung zur Malignomentwicklung assoziiert ist (lyer et al., 2004).
Ein weiteres Beispiel fur die Bedeutung der dysregulierten HDAC- bzw. HAT-
Aktivitat fir die Tumorentstehung ist eine Untersuchung an Knock-out-Mausen,
denen das Tumorsuppressor-Gen APC (Adenomatosis Polyposis Coli) fehlt. Die
Studie konnte in den Kolonkarzinomen dieser Tiere eine Uberexpression des
Enzyms HDAC2 feststellen. Der Verlust von funktionellem APC, der ein Schlissel-
ereignis in der Pathogenese von kolorektalen Tumoren darstellt, scheint
offensichtlich auch mit einer ibermaRigen HDAC-Aktivitat in Verbindung zu stehen.
Interessanterweise fihrte die experimentelle Inhibition von HDAC2 in
Kolonkarzinom-Zelllinien zum Zelluntergang, so dass die Uberexpression dieses
Enzyms wahrscheinlich wichtige Funktionen flr den Schutz der Tumorzelle
gegenuber der Apoptose erflllt (Zhu et al., 2004). Zusammenfassend zeigen diese
Untersuchungen, dass die dysregulierte HDAC-Aktivitat bzw. ein Ungleichgewicht
zwischen HDAC- und HAT-AKktivitat als ein allgemeiner molekularer Mechanismus

innerhalb der malignen Transformation betrachtet werden kann.



1.4 HDAC-Inhibitoren (HDAC-I) - ,,Biomodulatoren® mit Antitumoraktivitat

Das wachsende Verstandnis um die molekularen Mechanismen der Onkogenese
und die Zusammenhange zwischen transkriptioneller Dysregulation der Gen-
expression und maligner Transformation machen HDAC Enzyme zu potentiellen
Angriffspunkten einer zielgerichteten Tumortherapie und Inhibitoren dieser Enzyme
zu hochinteressanten Wirkstoffen mit einer viel versprechenden Antitumorwirkung.

Eine Vielzahl heterogener Substanzen ist in der Lage, Histondeacetylasen zu
binden und durch die Blockade ihrer enzymatischen Aktivitat eine Hyperacety-
lierung von Histonen zu vermitteln. Die bislang identifizierten HDAC-I kdnnen auf-
grund ihrer biochemischen Struktur in folgende 5 Subgruppen klassifiziert werden
(Abb. 5):

(1) Hydroxaminsauren bilden eine potente Gruppe von Inhibitoren, die in vitro
bereits bei nanomolaren Konzentrationen eine ausreichende Aktivitat besitzen,
um HDAC Enzyme reversibel zu hemmen. Zu dieser Substanzfamilie gehort
z.B. Trichostatin A (TSA; Tsuji et al., 1976; Yoshida et al., 1990), ein
urspriunglich als Antimykotikum entwickelter Wirkstoff, der zu den ersten
identifizierten HDAC-I zahlt. Sowohl das unglnstige Toxizitatsprofil als auch
die geringe Bioverfugbarkeit in vivo limitieren seinen therapeutischen Einsatz,
so dass der Wirkstoff heute lediglich als gut charakterisierte Referenz-
Substanz fur neu entwickelte HDAC-I, wie z. B. die Suberoylanilide hydroxamic
acid (SAHA) (Richon et al., 1998) dient.

(2) Kurzkettige Fettsauren, wie z. B. Butyrat (Newmark et al., 1994; Carducci et
al., 1997), stellen eine weitere Gruppe von Inhibitoren dar, die HDACs in vitro
im millimolaren Konzentrationsbereich blockieren konnen. Trotz der vergleichs-
weise schwacheren, inhibitorischen Aktivitat waren Butyrate und Derivate
dieser kurzkettigen Fettsauren die ersten Substanzen, von denen man viel
versprechende Daten aus klinischen Studien gesammelt hat (Carducci et al.,

1997). Es wurde beispielsweise von einer Phenylbutyrat-Behandlung eines



APL-Patienten berichtet, der nach mehreren Rezidiven unter Therapie mit All-
trans-Retinolsaure und konventionellen Chemotherapeutika, die HDAC-I
Therapie erhalten hat, welche in einer kompletten Remission der Leukamie
resultierte (Warrell et al., 1998). Trotz dieser ermutigenden Ergebnisse und
gunstiger in vivo-Toxizitatsprofile sind die bisher bekannten Vertreter dieser
Substanzgruppe durch ihre kurze Serumhalbwertszeit und ihre vielfaltigen
Effekte auf andere Enzymsysteme, die Phosphorylierung und Methylierung von
Proteinen regulieren, in ihrer klinischen Anwendbarkeit eingeschrankt
(Newmark et al., 1994; Carducci et al., 1997).

Hydroxaminsduren Kurzkettige Fettsauren
Trichostatin A Valproat
SAHA Phenylbutyrat
Oxamflatin Phenylacetat
ITF2357
: i
.y N T e OH DH
(Jr b
“ SAHA C
Valproat
Ketone
. . Trifluormethylketon
Cyclische Peptide alpha-Kentonamide
Depsipeptide
Apicidin H o H
CHAP I B -J“'\ .T:I.
Trapoxin ﬂ “‘]’ I S
- Q .
\( o Alpha-Ketonamide
H L H
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?’ LS. Benzamide
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ey < g ' i Tt NH,
o/&wo | ] N )
. v 0
a
Depsipeptide FK-228 MS-275

Abb. 5: Chemische Klassen von Histondeacetylase-Inhibitoren (HDAC-I)
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(3-5) Weitere strukturelle Klassen von HDAC-I bilden (3) zyklische Tetrapeptide
(z. B. Trapoxin; Kijima et al., 1993), die (4) Benzamide (z. B. MS-27-275;
Saito et al., 1999) sowie die Gruppe der (5) Ketone (z. B. Trifluoromethyl-
ketone; Frey et al., 2002).

In der vorliegenden Arbeit wurden das als Antiepileptikum bekannte und
therapeutisch eingesetzte Medikament Valproat (VPA) sowie die neue Substanz
ITF2357 als HDAC-I Wirkstoffe verwendet, mit denen ein neuer therapeutischer
Ansatz in der Behandlung von HCC-Patienten mit diesen Substanzen
ausgearbeitet werden sollte.

VPA gehort strukturell in die Substanzklasse der kurzkettigen Fettsauren und
wurde erst kurzlich als Stoff mit HDAC-I Wirkung identifiziert (Phiel et al., 2001). In
verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass das Antikonvulsivum das
Wachstum von Primartumoren und Metastasen supprimieren und eine Redifferen-
zierung von Tumorzellen in vitro und in vivo hervorrufen kann (Blaheta et al., 2002;
Gattlicher et al., 2001). Aufgrund der langjahrigen klinischen Erfahrungen beim
Einsatz von VPA sowie seinem gunstigen in vivo-Profii mit einem gut
charakterisierten  Nebenwirkungsspektrum konnte VPA  far Mittel- und
Langzeitanwendungen in der Krebstherapie geeignet sein, um z. B.
Chemopravention oder eine Kontrolle bzw. Therapie von Tumorerkrankungen zu
erreichen.

Die neu entwickelte, oral verfigbare Substanz ITF2357, welche strukturell der
Untergruppe der Hydroxaminsauren angehort, wird derzeit in nicht-onkologischem
Kontext klinisch erprobt. Erste Untersuchungen konnten eine HDAC-I Aktivitat
nachweisen (Mascagni P., unveroffentlichte Daten), so dass ITF2357 in die Unter-
suchungen dieser Arbeit mit eingeschlossen wurde.

Trotz der strukturellen Vielfalt der hier beschriebenen Substanzen wird den
Substanzen mit HDAC-I Aktivitat hinsichtlich ihrer Antitumoraktivitat die
gemeinsame Fahigkeit zugeschrieben, dysregulierte, zellulare Prozesse in

entarteten Zellen therapeutisch beeinflussen zu kdnnen.
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HAT

Abb. 6: Molekulare Wirkung von HDAC-I. (A) In gesunden Zellen bindet ein Komplex mit einem
intakten Transkriptionsfaktor (blau) und HAT-Aktivitat (griin) an spezifische Promotorsequenzen.
Die Acetylierung von Histonen (gelb) veréndert die Chromatinstruktur so, dass Gene der zelluléren
Differenzierung transkribiert werden kénnen. (B) In transformierten Zellen kdnnen aberrante
Transkriptionskomplexe vorliegen (blau), die HDAC-Aktivitat (rot) aufweisen. Die transkriptionelle
Aktivitdt von Zielgenen wird durch Chromatinkondensation nach Histondeacetylierung inhibiert und
tragt zur Transformation bei. (C) HDAC-I fiihren zur Akkumulation von acetylierten Histonen mit re-
laxierter Chromatinstruktur und transkriptioneller Aktivitdt von Genen mit Wachstums-regulierenden,
Differenzierungs- oder Apoptose-induzierenden Eigenschaften.

Der postulierte, allerdings in seinen Einzelheiten noch unvollstandig verstandene
Mechanismus, durch den die antineoplastische Wirkung von HDAC-I begrindet ist,
sieht folgendermalien aus: Eine vermehrte HDAC-AKktivitat in Tumorzellen fuhrt zu
einer vermehrten Deacetylierung von Histonproteinen, die eine Anderung des

Expressionsmusters von Genen bewirkt, die wichtige Funktionen in der Zellzyklus-
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Kontrolle oder in der Apoptose-Signaltransduktion ausuben, so dass eine un-
kontrollierte Zellproliferation und ein unkontrolliertes Tumorwachstum resultieren.
HDAC-I kdnnen durch eine Erhéhung des Acetylierungsstatus von Histonproteinen
die transkriptionelle Regulation dieser Gene wieder rekonstituieren. Hieraus folgt
eine Aktivierung von Differenzierungsprogrammen, eine Zellzyklusblockade oder
die Induktion des programmierten Zelltodes in Tumorzellen, was als ,epigenetische
Modulation® bezeichnet werden kann (Marks et al., 2000; Abb. 5).

Verschiedene cDNA microarray-Studien konnten zeigen, dass HDAC-I in
Abhangigkeit von Substanz und Zelltyp in der Lage sind, selektiv die Expression
von 2-25 % aller Gene zu verandern (Van Lint et al.,, 1996; Glaser et al., 2003;
Peart et al., 2005). Hierbei sind insbesondere Genorte, die fur Kontrollproteine des
Zellzyklus kodieren, wie z.B. p21cip/waf (Richon et al., 2000) oder Molekule der
intrinsischen oder extrinsischen Apoptosekaskade (Johnstone et al., 2003;
Lindemann et al.,, 2004), wichtige Zielstrukturen fast aller bisher bekannten
Substanzen mit HDAC-I Wirkung. Zusatzlich zu diesen Aktivitaten, die das
Tumorzellwachstum unmittelbar inhibieren, wurden weitere indirekte Effekte, wie z.
B. die Aktivierung der Immunantwort durch Steigerung der Immunogenitat des
Tumors (Maeda et al., 2000; Magner et al., 2000; Armeanu et al., 2005) oder die
Inhibition der Tumorneovaskularisation durch Suppression von
Angiogenesefaktoren (Kim et al., 2001) als Teil eines komplexen, HDAC-I

vermittelten Reprogrammierungsprozesses beschrieben.

1.5 HDAC-I und TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL)

Epigenetische Veranderungen durch HDAC-I fihren in Tumorzellen durch Hoch-
bzw. Herunterregulation der Expression Apoptose-regulierender Gene zu einer
Senkung der Reizschwelle fur apoptotische Signale. Diese Eigenschaft, maligne
Zellen gegenuber dem programmierten Zelltod sensibilisieren zu kénnen, macht

HDAC-I zu attraktiven Kombinationspartnern, sowohl von konventionellen Chemo-
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therapeutika, als auch von neuartigen, potentiell zytotoxischen Substanzen, welche
aufgrund von Tumor-eigenen Resistenzmechanismen alleine nicht in der Lage
sind, in diesen Zellen effektiv Zelltod auszuldsen. Fur verschiedene Tumorentitaten
konnte bisher gezeigt werden, dass eine Kombinationsbehandlung von HDAC-I
und z. B. Etoposid (Kurz et al., 2001; Kim et al., 2003), Camptothecin, Doxorubicin
oder Cisplatin (Kim et al, 2003) die Zytotoxizitdt dieser klassischen
Chemotherapeutika effektiv steigern kann, so dass bei den adressierten Tumor-
zellen erhohte Todesraten und eine Proliferationsinhibition resultieren.

Neuere Studien mit Leukamiezellen untersuchten die Wirkung einer Kombination
von HDAC-I, wie z.B. SAHA (Nakata et al., 2004) oder LAQ824 (Gou et al., 2004)
und dem Zytokin TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL). Der Todesligand
TRAIL ist ein Mitglied der Tumor-Nekrose-Faktor-Familie, der in der Lage ist, in
TRAIL-sensiblen Tumorzellen durch Interaktion mit seinen Todesrezeptoren
TRAIL-R1 und TRAIL-R2 (Pan et al., 1997) den extrinsischen Signalweg der
Apoptose zu induzieren. Das Zytokin ist derzeit fur die onkologische Forschung
von grofdtem Interesse, da TRAIL, im Gegensatz zu anderen Mitgliedern der TNF-
Familie, wie FasL (CD95) oder TNFa, selektiv in einer Vielzahl von Tumorentitaten
Apoptose induzieren kann, ohne dabei gesundes Gewebe zu schadigen (Walczak
et al., 1999; Ashkenazi et al., 1999). Die Untersuchungen von Nakata et al. und
Gou et al. in den primar TRAIL-sensiblen Leukamiezellen konnten nachweisen,
dass der kombinierte Einsatz von HDAC-I und TRAIL durch synergistische Effekte
zwischen beiden Substanzgruppen in einer signifikanten Steigerung einer TRAIL-
induzierten Apoptose resultiert.

Trotz dieser Vvielversprechenden Ergebnisse konnen komplexe Resistenz-
mechanismen maligner Zellen gegenuber TRAIL nach wie vor die entscheidende
Limitation fur einen effektiven Einsatz dieses Zytokins in der Chemotherapie von
Malignomen darstellen. Als hierfur prototypische Tumorentitdt kann z. B. das
Hepatozellulare Karzinom (HCC) angesehen werden, das im Gegensatz zu den
meisten, bisher untersuchten Tumorgeweben, eine ausgepragte Resistenz gegen-

Uber dem Todesliganden TRAIL aufweist (Yamanaka et al., 2000).
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Auch wenn die Ursachen fur eine derartige TRAIL-Resistenz noch nicht endgultig
verstanden sind, kann man davon ausgehen, dass gestorte intrazellulare
Apoptose-Signaltransduktionswege entscheidend zum Schutz der Tumorzelle
gegenuber der extrinsischen Apoptose beitragen (Yagita et al., 2004). Da HDAC-I
in der Lage sind, durch epigenetische Modifikationen einer transkriptionellen Dys-
regulation entgegenzuwirken, wurde in der vorliegenden Arbeit die Mdglichkeit
untersucht, die primare TRAIL-Resistenz von HCC-Zelllinien durch Behandlung mit
VPA bzw. ITF2357 zu Uberwinden, um die Hepatomzellen auf diesem Weg fur eine

TRAIL-induzierte Apoptose zu resensibilisieren.

1.6 Zielsetzung

Das Hepatozellulare Karzinom (HCC) stellt mit weltweit bis zu einer Millionen
Todesfallen pro Jahr ein hochrelevantes medizinisches Problem mit einer
kontinuierlich ansteigenden Inzidenz dar (Llovet et al., 2003). Die Prognose ist
insgesamt als schlecht zu bewerten, wozu entscheidend beitragt, dass 60-70% der
Erkrankungen erst in fortgeschrittenen Krankheitsstadien diagnostiziert werden
(Bruix et al., 2002). Neben einer Lebertransplantation in frihen Tumorstadien
werden bei fortgeschrittener Erkrankung derzeit lediglich lokale Verfahren (z.B.
Radiofrequenzablation, Alkoholinjektion) im Sinne einer palliativen Therapie
durchgefuhrt. Kurative systemische Therapieansatze wie die herkdmmliche
Chemotherapeutika-Applikation konnten aufgrund der ausgepragten Resistenz des
HCC gegenuber allen bislang getesteten Substanzen keinen Uberzeugenden
Therapiebeitrag leisten (Simonetti et al., 1997; Llovet et al., 2003; Ganne-Carrie et
al., 2004; Burroughs et al., 2004), so dass der Untersuchung alternativer
Therapiestrategien besondere Bedeutung zukommt.

Als wesentlicher Teil der molekularen Onkogenese beim HCC wird eine veranderte
Expression von Genen postuliert, die an Prozessen der Apoptoseinduktion, Zell-

zyklusprogression und Kontaktinhibition beteiligt sind. Viele dieser Gene kdnnen
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nach neuen Erkenntnissen gemeinsam durch eine Modulation des sog. ,epigene-
tischen Codes®, der gewissermallen eine Schalterfunktion erfullen kann, aktiviert
oder deaktiviert werden. Bei der transkriptionellen Regulation dieser Gene scheint
der Acetylierungsstatus von Histonen eine groRe Rolle zu spielen; aktuelle Unter-
suchungen deuten darauf hin, dass derart transformierte Expressionsmuster durch
eine therapeutisch intendierte Hyperacetylierung von zellularen Histonproteinen
zrepariert* werden kénnen.

In diesem Dissertationsvorhaben wurden die molekularen Mechanismen der Wirk-
samkeit einer zielgerichteten Histonhyperacetylierung durch Histondeacetylase-
Inhibitoren (HDAC-I) flir das als weitgehend Therapie-resistente HCC
charakterisiert. Dabei sollten zwei neuartige, bisher wenig bzw. gar nicht in ihrer
Funktion als HDAC-I charakterisierte Substanzen, Valproat (VPA) und ITF2357,
sowie das bekannte und gut charakterisierte Trichostatin A (TSA) bezuglich ihrer
zytotoxischen Wirkung auf HCC-Zelllinien und in Hinblick auf eine Modulation der
Apoptose-Signaltransduktion untersucht werden, so dass die Kenntnis dieser

Mechanismen die Grundlage fur weitere innovative Therapieansatze bilden sollte.

Im Detail sollten untersucht werden:

= Anti-proliferative und Apoptose-induzierende Wirkungen der HDAC-I
Wirkstoffe VPA, ITF2357 und TSA auf unterschiedliche HCC-Zelllinien.

= Die HDAC-I vermittelte Modulation von Zellzyklusregulatoren und Apoptose-
relevanten Faktoren auf Proteinebene in Hepatomzellen.

= Moglichkeiten einer therapeutisch intendierten Sensibilisierung von
Hepatomzellen gegenuber dem Todesliganden TRAIL durch VPA oder
ITF2357.

» Charakterisierung von Faktoren, die eine TRAIL-Sensibilisierung von HCC-
Zellen durch HDAC-I ermdglichen kdnnen.

» Untersuchung der Toxizitat fur primare humane Hepatozyten einer (i)
HDAC-I-Monotherapie oder (ii) HDAC-I / TRAIL-Kombinationstherapie.
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2 Material und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Laborchemikalien und Enzyme

Standardchemikalien und Enzyme wurden von den Firmen Roth, Fluka, Merk,
Sigma-Aldrich und Invitrogen bezogen. Abweichende Bezugsquellen werden
gesondert im Text vermerkt.

Alle Chemikalien besallen mindestens den Reinheitsgrad ,zur chemischen
Analyse®; sofern erhaltlich, wurde der Reinheitsgrad ,fur die Molekularbiologie®
bzw. ,flr die Zellkultur® verwendet.

Der Begriff ,Aqua bidest.” wird im Folgenden fur desionisiertes Wasser verwendet,
das zusatzlich Uber eine Milli-Q-Plus-Filtrieranlage (Millipore) gereinigt wurde.

Als ,steril® oder ,autoklaviert” bezeichnete Losungen und Materialien wurden fir 20
min bei 120°C und 2 bar Uberdruck autoklaviert (Standautoklav FDV, Fedegari).
Als sterilfiltriert® bezeichnete Losungen wurden durch einen 0,22 ym Filter der

Firma Sartorius filtriert.

2.1.2 Reagenzien

e HDAC-Inhibitoren:
Trichostatin A (TSA, Sigma)
Valproat (VPA, Ergenyl®, Sanofi-Synthelabo GmbH)
ITF2357 (Bertolini G, Biffi M, Leoni F, Mizrahi J, Pavich G, Mascagni P.;
Internationale Patentnummer WO 97/43251, ausgestellt am 12. Mai 1997,
Italfarmaco S.P.A., Mailand, Italien)

e Rekombinantes, losliches TRAIL (beinhaltet die Aminosaurenreste 114-281;

Calbiochem)
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2.1.3 Verwendete Zelllinien

e HepG2 (Quelle: ATCC, Rockville, USA): Diese Hepatomzelllinie leitet sich von
dem Hepatozellularen Karzinom eines mannlichen, 15-jahrigen Patienten ab.

Verwendetes Kulturmedium: MEM mit DMEM (im Verhaltnis 4:1) + 10%

FCS + NEAA (Non-essential amino acids) + 100 mM Natriumpyruvat + 2

mM Glutamin + 4,5 g/l Glucose. Die Mischung aus MEM und DMEM wurde

verwendet, da die Zellen im Gemisch besser wuchsen als in reinem MEM.

e HuH-7 (Quelle: ATCC, Rockville, USA): Diese Hepatomzelllinie stammt von
dem Hepatozellularen Karzinom eines mannlichen, 57-jahrigen Patienten aus
Japan.

Verwendetes Kulturmedium: DMEM + 10% FCS + 100 mM Natriumpyruvat

+ 2 mM Glutamin

e PLC/PRF/5 (Quelle: ATCC, Rockville, USA): Diese Hepatomzelllinie wurde
urspringlich aus dem Hepatozellularen Karzinom eines mannlichen, 24-
jahrigen Patienten isoliert.

Verwendetes Kulturmedium: DMEM + 10% FCS + 100 mM Natriumpyruvat

+ 2 mM Glutamin

e Hep3B (Quelle: ATCC, Rockville, USA): Diese Hepatomzelllinie leitet sich vom
Hepatozellularen Karzinom eines mannlichen, 8-jahrigen Patienten ab.
Verwendetes Kulturmedium: DMEM + 10% FCS + 100 mM Natriumpyruvat

+ 2 mM Glutamin

e Primare humane Hepatozyten (PHH; freundlicherweise zur Verfugung gestellt
von Dr. T. S. Weiss, Zentrum fur Leberzellforschung (ZLF), Universitatsklinikum
Regensburg, und Dr. M. Schenk, Klinik fir Allgemeine, Viszeral- und Trans-

plantationschirurgie, Universitatsklinikum Tudbingen): Die Zellen wurden von
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Spendern nach Leberteilresektion oder aus nicht-transplantierbaren Lebern
nach ZLF-Protokoll gewonnen (Thasler et al., 2003).
Verwendetes Kulturmedium: MEM mit DMEM (im Verhaltnis 4:1) + 10%
FCS + NEAA + 100 mM Natriumpyruvat + 2 mM Glutamin + Biotin + 4,5 g/l
Glucose + 1,66 mU/ml Insulin (Novo Nordisk) + Hydrocortison 3,75 ng/mi
(Merck) + 10.000 U Penicillin und 100 U Streptomycin.

2.1.4 Plasmide

e psFFV-Bcl-XL, welches das antiapoptotische Bcl-XL kodiert und aus dem
Gerust von pNeo aufgebaut ist (freundlicherweise zur Verfligung gestellt von

Prof. M. Weller, Allgemeine Neurologie, Universitatsklinikum Tubingen)

e pEGFP-N1 (Clontech)

2.1.5 Oligonukleotide (,,TagMan-Sonde*)

e FLIP (Assay-on-Demand™ der Firma Applied Biosystems):
Assay ID Hs00153439 _m1
Detektierte Sequenz: TGAGACAGAGCTTCTTCGAGACACC

e TRAIL-R1 (Assay-on-Demand™ der Firma Applied Biosystems):
Assay ID Hs00269492_m1
Detektierte Sequenz: TGTGTCCACCAGGATCTCATAGATC

e TRAIL-R2 (Assay-on-Demand™ der Firma Applied Biosystems):
Assay ID Hs00187196_m1
Detektierte Sequenz:TCCACCTGGACACCATATCTCAGAA
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e GAPDH (Assay-on-Demand™ der Firma Applied Biosystems):
Assay ID Hs99999905 m1
Detektierte Sequenz: GGGCGCCTGGTCACCAGGGCTGCTT

2.1.6 Antikorper

e Primar-Antikorper

(Ak) far Western-Blotting wurden

in folgenden Ver-

dinnungen, Inkubationszeiten und Inkubationsbedingungen eingesetzt:

Tabelle 1: Primér-Antikérper fiir Western Blotting

Antigen Ak-Verdinnung Inkubationszeit Inkubationstemp.
a-TubuIin, monoklonal 1: 2 000 45 min RT

(Sigma)

Vinculin, monoklonal 1: 10 000 uber Nacht 4°C (Kuhlraum)
(Sigma)

Ac-H3, polyklonal 1: 20 000 uber Nacht 4°C (Kuahlraum)
(Biomol)

Bid, polyklonal 1: 1 000 uber Nacht 4°C (Kuahlraum)
(Cell Signaling

Technology)

Bcl-X., polyklonal 1: 2 000 45 min RT

(BD Pharmingen)

Bax, polyklonal 1: 1 000 45 min RT
(Oncogene)

FLIP, polyklonal 1:1 000 45 min RT

(Bioscience)

o Sekundar-Antikorper fur Western-Blotting wurden in folgenden Verdlinnungen,

Inkubationszeiten und Inkubationsbedingungen eingesetzt:
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Tabelle 2: Sekundér-Antikérper fiir Western Blotting

Antikérper Ak-Verdiinnung Inkubationszeit Inkubationstemp.

HRPO konjugiert | 4. 3000 25 min RT
Ziege anti Maus

(BioRad)

HRPO konjugiert |1: 3000 25 min RT
Ziege anti Rabbit
(BioRad)

e Primar-Antikorper fur die FACS-Analyse:
Ak gegen TRAIL-R1 und TRAIL-R2 (zur Verfigung gestellt von Prof. M.
Weller, Allgemeine Neurologie, Universitatsklinikum Tdbingen)

2.2 Zellbiologische Methoden

2.21 Zellkultur

2.21.1 Allgemeines

Alle Arbeitsschritte, die steril ablaufen mussen, wurden in einer Sicherheits-
werkbank (Herasafe, Haereus) durchgefuhrt. Medien und Puffer wurden vor
Gebrauch im Wasserbad auf 37°C temperiert. Die Kultivierung aller verwendeten
Zelllinien erfolgte bei 36,5°C in 5% COz-Atmosphéare in Wasser-ummantelten

Inkubatoren (Heracell, Haereus).

Materialien:
o Fotales Kalberserum (FCS; Life Technologies)
e Dulbecco Modifiziertes Eagle Medium (DMEM; Life Technologies); es wurde

immer die Variante mit hohem Glucosegehalt (4,5 g/l) gewahlt.
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Minimal Essential Medium (MEM,; Life Technologies)
100 mM Natriumpyruvat-Lésung (Biochrom KG)
2 mM L-Glutamin (Life Technologies)
NEAA (Biochrom KG)
4,5 g/l D-Glucose
40 IE/ml Insulin (Novo Nordisk)
1 mg/ml Glucagon (Novo Nordisk)
1 mg/ml Hydrocortison (Merck)
10 mg/ml Streptomycin
10 kU/ml Penicillin
PBS ohne Ca®" und Mg?":
95,5 g Dulbecco PBS-Pulver wurden in 10 | Aqua bidest. geldst, aliquotiert
und autoklaviert. Die Aufbewahrung erfolgte bei 4°C. Die Losung hatte
folgende Zusammensetzung:
8 g/l NaCl; 1,15 g/l Na;HPO4: 0,2 g/l KH,POy; 0,2 g/l KCI
Trypsin/EDTA:
Fertiglosung (Life Technologies), die 0,25 g/l Trypsin enthalt; Lagerung bei -

20°C. Die einmal aufgetaute Gebrauchslésung wurde bei 4°C aufbewahrt.

2.2.1.2 Auftauen von Zellen

Folgendes Protokoll wurde fur alle benutzten Zelllinien verwendet:

Die in flussigem Stickstoff gelagerten Zellen wurden ins 37°C-Wasserbad tberfuhrt

und aufgetaut. Die Zellsuspension wurde vorsichtig mit 10 ml FCS-haltigem

Medium versetzt und fir 2 min mit 200 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abpipettiert und verworfen. Das Zellsediment wurde in 10 ml FCS-haltigem

Medium resuspendiert und in eine 260 ml-Zellkulturflasche ausgesat.
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2213 Zellpassage

Je nach Wachstumsgeschwindigkeit wurden die in Kultur gehaltenen Zelllinien 1-2
mal pro Woche passagiert. Die Passage erfolgte, wenn die Zellen 80% Konfluenz

erreicht hatten, nach folgendem Protokoll:

Nach Entfernung des alten Mediums wurden die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen,
um Mediumreste zu beseitigen. Anschliel3end wurde der gesamte Zellrasen durch
Zugabe von 2 ml Trypsin/EDTA bedeckt. Wenn sich die Zellen vom
Flaschenboden abgeldst und vereinzelt hatten, wurden 4 ml DMEM + 10% FCS
zugegeben, die gesamte Zellsuspension aufgenommen, die gewlnschte Menge

passagiert.

2.21.4 Kryokonservierung von Zellen

Materialien:

e Einfriermedium:
70% FCS-freies Medium
20% FCS
10% DMSO

e Kryorohrchen, 2 ml (Nunc)

Die Zellen wurden trypsiniert und in 10 ml FCS-haltiges Medium aufgenommen.
Die Zellsuspension wurde fiir 2 min mit 200 x g zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Das Zellpellet wurde in 2 ml Einfriermedium resuspendiert, in Kryo-
rohrchen gefullt und in den Stickstofftank Uberfuhrt.
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2.21.5 Zellzahlung mit dem Hamozytometer nach Neubauer

Materialien:

o 0,4%(w/v) Trypanblau (Sigma)

o Hamozytometer nach Neubauer

Die Zellen wurden trypsiniert und in 5 ml DMEM + 10% FCS aufgenommen. 15 pl
Trypanblau wurden mit 15 ul Zellsuspension versetzt, gut gemischt und fir 5 min
inkubiert. Lebende Zellen nehmen den Farbstoff nicht auf, wahrend durch die nicht
mehr intakte Plasmamembran toter Zellen der Farbstoff eindringen kann.

Auf das Hamozytometer wurde ein Deckglaschen gelegt und die beiden Kammern
mit dem Farbstoff-Zellgemisch beflllt. Die vier Eckquadrate jeder Kammer wurden
am Mikroskop (Olympus IMT-2) ausgezahlt. Lebende Zellen erschienen weil} auf

dunklem Hintergrund.

Bestimmung der Zellzahl:
Ein Eckquadrat einer Kammer entspricht bei aufgelegtem Deckglaschen 10 cm®
(0,1ul). Durch die Verdinnung der Zellsuspension mit Trypanblau ergibt sich die

Zellzahl nach folgender Formel:
Zellzahl / ml = Durchschnittliche Zellzahl pro Eckquadrat x Verdinnungsfaktor x
10*
2.2.2 Transfektion

Zum Einbringen von Fremd-DNA in Hepatomzellen wurde die Methode der
Lipofektion gewahlt, in der DNA-Liposomen-Gemische (,Lipoplexe®) eingesetzt

werden. Das Lipid-basierte Transfektionsreagenz, welches aus polykationischen
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(zur Bindung der DNA) und neutralen Lipiden (zur Membranfusion) besteht,
komplexiert die DNA und transportiert diese wahrend der Transfektion in die
Zielzelle.

Die in dieser Arbeit beschriebenen Transfektionen wurden mit dem Transfektions-

reagenz FuGene-6 der Firma Roche durchgefuhrt.

Materialien:

e FuGene-6 (Roche)
e OptiMEM ® -Medium (BioWhitaker)

Je Transfektionsansatz wurden 2 ul FuGene in 40 yl OptiMEM verdunnt. Nach
Zugabe von 1 pg zu transfizierender DNA wurde die Losung gut gemischt und 30
min bei Raumtemperatur (RT) zur Ausbildung der DNA-Liposomen-Komplexe
inkubiert.

Von den zu transfizierenden Zellen wurde das Medium abgenommen, die Zellen
wurden gewaschen und mit 700 ul Kulturmedium bedeckt. Die Transfektionsloésung
wurde anschlieRend tropfenweise auf die zu transfizierenden Zellen gegeben. Fir
eine Transfektionsdauer ca. 4 h wurden die Zellen im Inkubator bei 37°C weiter

kultivert. Dannach erfolgte ein Mediumwechsel.

2.2.3 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie (Fluorescense activated cell sorting, FACS-Analyse)
stellt eine Methode zur gleichzeitigen Analyse von verschiedenen Parametern an
Zellen dar. Es wird aus einem Gemisch aus lebenden oder fixierten Zellen eine
Einzelzellsuspension hergestellt, welche im FACS-Gerat (FACS-Calibur, Becton
Dickinson) als Tropfenstrom durch einen Laser-Strahl abgetastet wird. Jede Zelle

streut das Laser-Licht und emittiert durch diese Anregung Fluoreszenzlicht. Durch
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Erfassung der Streu- und Fluoreszenzeffekte ist es moglich, auf unterschiedliche
Eigenschaften jedes einzelnen Partikels zu schliel3en.

Folgenden Parameter werden dabei gleichzeitig bestimmt: die Vorwarts-Streuung
(forward-scatter) liefert Informationen Uber die Zell-Grolde, die seitliche Streuung
(side-scatter, 90°) Uber die Granularitat zellularer Strukturen. SchlieRlich kann noch
die Fluoreszenzintensitat bei verschiedenen Wellenlangen erfasst werden.

Mit Hilfe der Lichtstreuung konnen Zelltod, Zellaggregationen und Zelleigen-
fluoreszenz vom Fluoreszenzlicht unterschieden werden. Auch die Detektion von
fluoreszierenden Proteinen wie GFP oder die Bestimmung der Gesamtzell-DNA fur
Zellzyklus-Abhangigkeiten oder die Apoptose-Analyse ist mdglich. Die erhaltenen

Daten wurden mit der Cell Quest-Software (Beckton Dickinson) ausgewertet.

2.2.31 Apoptoseuntersuchungen am Durchflusszytometer

Bestimmung der sub2n-DNA-Population nach Nicoletti et al.:

Apoptotische Zellen bilden im Fluoreszenz-Histogramm ein hypodiploides Signal
(Nicoletti et al.,1991), durch das sie sich quantifizieren lassen. Fur diese
Untersuchung wurden die Zellen in einem hypotonen Puffer mit Propidiumiodid
inkubiert, so dass die Kerne aus den Zellen freigesetzt wurden und Propidiumiodid
sich in die DNA einlagern konnte (Fried et al., 1978).

Materialien:

e Hypotoner Puffer (wurde in 250 ml Aqua bidest. aufgeldst und im Kuhischrank
als Stammlosung aufbewahrt):
0,25 g Natriumcitrat
0,75 ml Triton-X 100
0,005 g Ribonuklease A

e 0,025 g Propidiumjodid (wurde unmittelbar vor dem Gebrauch zugesetzt)
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Der Uberstand der zu untersuchenden Zellkultur wurde in spezielle FACS-
Rohrchen (Becton Dickinson) Uberfuhrt. Der Zellrasen wurde anschlieRend mit 1
ml PBS gewaschen (diese Fraktion wurde ebenfalls in das FACS-ROhrchen
Uberfuhrt) und mit 300 pl Trypsin/EDTA bei 37°C von der Unterlage abgeldst. Die
Trypsin-Reaktion wurde mit 1 ml der vereinigten Fraktionen aus Wasch-PBS und
aus abgenommenem Medium gestoppt. Die Zellsuspension wurde zu ihrem
Uberstand hinzupipettiert und 5 min mit 200 x g abzentrifugiert.

Das Zellpellet wurde in 300 pl hyptotonem Propidiumiodidpuffer resuspendiert und
nach einer Inkubationszeit von 0,5 - 1 h bei 4°C und unter Ausschluss von Licht am

Durchflusszytometer analysiert.

Annexin V-Farbung:

Wahrend des Apoptoseprozesses kommt es zu Veranderungen an der
Zellmembran, u.a. wird Phosphatidylserin von der Membraninnenseite auf die
AuRenseite umverteilt. Annexin V ist ein Ca?*-abhangiges Phospholipid-bindendes
Protein mit hoher Affinitdt zu Phosphatidylserin und kann daher dazu verwendet

werden, apoptotische Zellen zu markieren.
Material:

e Annexin-PE (Roche)
e HEPES-Puffer

Annexin V Farbungen wurden mit dem Annexin-PE von Roche durchgefuhrt. Fur
die Experimente wurden das Zellpellet in 100 pl HEPES-Bindungspuffer mit 2 pl
PE-Annexinlosung resuspendiert, 30 min auf Eis inkubiert und anschlielend am
Durchflusszytometer (FACS Calibur, Becton Dickinson; Anregung 488 nm; 515 nm
Bandpassfilter fur die GFP-Fluoreszenz und 600 nm Langpassfilter fur die PE-

Fluoreszenz) vermessen.
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2.2.3.2 Antikorpermarkierung fur FACS-Analyse

Materialien:

Waschlosung:
500 ml PBS
1% BSA
0,05% Natriumazid

in Waschlosung verdinnte Primarantikorper-Losung

in Waschlésung verdinnte Sekundarantikorper-Losung

Streptavidin-PE-Ldsung

Die Zellen der zu markierenden Kulturen wurden mit 1 ml PBS gewaschen,
trypsiniert und mit 1 ml Waschlésung aufgenommen. Die Zellsuspension wurde 5
min mit 200 x g zentrifugiert und das Zellpellet in der jeweiligen Primaranti-
korperlosung fur 30 min bei RT inkubiert.

Das Zellpellet wurde gewaschen und mit der Sekundarantikorperlésung fur 30 min
bei RT inkubiert. Nach einem erneuten Waschschritt wurde das Zellpellet in 100 pl
Streptavidin-PE aufgenommen und fur 30 min bei RT inkubiert, anschliefRend
gewaschen und fur die Analyse am Durchflusszytometer in 200 yl Waschlosung

resuspendiert.

2.3 Proteinchemische Methoden

2.3.1 Zellaufschluss

Materialien:

e Lysepuffer:
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0,5% NP-40

20 mM HEPES (pH 7,4)

84 mM KCI

10 mM MgClz

0,2 mM EDTA

0,2 mM EGTA

1 mM DTT (wurde ebenso wie die im Folgenden genannten
Proteaseinhibitoren erst unmittelbar vor dem Gebrauch zugesetzt)
5 pg/ml Aprotinin

1 pg/ml Leupeptin

1 pg/ml Pepstatin A

1 mM PMSF

Der Zellrasen wurde mit PBS gewaschen und mit 200 ul Lysepuffer bedeckt. Nach
einer 5-minutigen Inkubation wurde der Zellrasen mit einem Zellschaber vom
Boden abgeldst. Nach mehrmaligem Auf- und Abpipettieren wurde die Suspension
abzentrifugiert, anschlieRend aliquotiert und bei -80°C eingefroren.

2.3.2 Sulforhodamin B-Assay

Der Sulforhodamin B (SRB)-Assay ist eine empfindliche Methode zur Bestimmung
des Gesamtproteingehalts einer Zelle, welcher Uber einen grof3en Bereich linear
zur Zellzahl ist (Skehan et al., 1990).

Materialien:

e PBS
e 10%-ige Trichloressigsaure (TCA)

e 0,4%-igen Losung von Sulforhodamin B (Sigma)
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e 1%-ige Essigsaure
e 10 mM Tris-Losung (pH 10,5)

Die zu untersuchenden Zellen wurden in einer 24-Kavitaten-Platte ausgesat und in
Vierfachansatzen 5 Tage lang mit verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen
HDAC-Inhibitoren kultiviert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde der Assay
gestoppt; die Zellen wurden folgendem Protokoll unterzogen:

Fixierung der Zellen:

Nach Waschen der Zellen mit kaltem PBS wurden zur Fixierung jeweils 200 pl TCA
in die Proben-Kavitaten gegeben und fur mindestens 30 min in Kalte (Kuhlschrank
oder Platten auf Eis legen) inkubiert. Nach der Fixierung wurden die Platten unter
flieRendem Wasser 4x gewaschen und anschlielend bei 40°C fir mindestens 12 h
getrocknet.

Anférben der Zellen:

Zum Anfarben wurden in jede Proben-Kavitat 250 ul der in 1%-iger Essigsaure
aufgeldsten SRB-LOsung gegeben. Nach 10 min Inkubation bei RT wurden die
Platten mit 1%-iger Essigsaure gewaschen. Das Waschen erfolgte solange, bis die
Essigsaure in den Proben-Kavitaten farblos geworden war. AnschlieRend wurden
die Platten bei 40°C fur mindestens 3 h getrocknet.

Messung der Extinktion:

Die getrockneten Platten wurden auf Eis gelegt. Pro Proben-Kavitat wurden 500 pl
der kalten Tris-Losung pipettiert und far 10 min inkubiert. AnschlieRend wurden
jeweils 80 pl Inhalt jeder Kavitat der 24-Kavitaten-Platte in Form von Dreifachbe-
stimmungen in eine 96-Kavitaten-Platte transferiert und im Photometer bei 550 nm
(Referenz 630 nm) gemessen.

Bei der Auswertung wurde der Mittelwert der drei Messungen gebildet. Durch den
urspringlichen Vierfachansatz der Zellkulturen bildete der Mittelwert aus 12

Extinktionsmessungen die Grundlage fur die quantitative Auswertung des Assays.
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2.3.3 Elektrophoretische Auftrennung von Proteinen (SDS-PAGE)

Proteine wurden durch ein von Laemmli, 1970, entwickeltes Verfahren elektro-
phoretisch aufgetrennt. In Anwesenheit von SDS und B-Mercaptoethanol, also
unter denaturierenden Bedingungen, erfolgte die Trennung der Proteine haupt-
sachlich nach der GroRe. SDS wurde als starkes Detergenz verwendet, um alle
nicht-kovalenten Wechselwirkungen zu zerstdren, mit Hilfe von p-Mercaptoethanol
wurden die Disulfidbriicken reduziert.

Als Gelmaterial kam Polyacrylamid zum Einsatz, wobei eine Kombination von zwei
Geltypen eingesetzt wurde: Zum einen ein gro3poriges Sammelgel, in dem die
Proteine konzentriert und zu einer scharf begrenzten Zone gesammelt wurden, und
zum anderen ein darunter liegendes kleinporiges Trenngel, in welchem die
Proteine nach Molekulargewicht getrennt wurden.

Das Trennvermogen dieser diskontinuierlichen Elektrophorese beruht auf der
Kombination des Molekularsiebeffekts mit einem Konzentrierungseffekt. Letzterer
wird dadurch verursacht, dass sich in Trenn- und Sammelgel andere lonen
(Leitionen: Chlorid-Anionen) als in den ElektrodengefaRen (Folgeionen: Glycinat)
befinden und der pH-Wert im Sammelgel niedriger als im Elektrodenpuffer und im
Trenngel ist. Die effektive Beweglichkeit aller an der Elektrophorese beteiligten
lonen verhalt sich dabei wie folgt: Leitionen > Proteine > Folgeionen. Beim
Ubergang vom Sammel- zum Trenngel nimmt, infolge des alkalischeren pH-Wertes
im Trenngel, die Beweglichkeit der Folgeionen stark zu und erreicht die
Beweglichkeit der Leitionen. Damit wandern im Trenngel Leit- und Folgeionen der
Proteinschicht voraus.

Materialien:

e Acrylamid (30%): Rotiphorese Gel A (Roth), gebrauchsfertig
e Bisacrylamid (2%): Rotiphorese Gel B (Roth), gebrauchsfertig
e Tris-HCI, 1,5 M (pH 8,7) fur Trenngel:
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60,55 g Tris Base werden in 400 ml bidest. Wasser geldst, der pH mittels conc.
HCI auf 8,7 eingestellt und die Losung auf 500 ml aufgefulit.
Tris-HCI, 1 M (pH 6,8) fir Sammelgel:
12,11 g Tris Base werden in 80 ml bidest. Wasser geldst, der pH mittels conc.
HCI auf 6,8 eingestellt und die Losung auf 100 ml aufgefulit.
SDS (10%):
28,84 g SDS werden in 100 ml bidest. Wasser gelost.
Elektrophoresepuffer (5x):
15,1 g Tris Base, 94 g Glycin, 10 g SDS
werden in 900 ml bidest. Wasser geldst, der pH auf 8,3 eingestellt und auf 1000
ml aufgeflllt (eine 10x Losung kann aufgrund der mangelnden Ldslichkeit des
Glycins nicht angesetzt werden). Fur die Elektrophorese wurde 100 ml dieser
Lésung mit 400 ml Wasser verdunnt.
APS-Stammldsung (10%):
1 g APS in 10 ml bidest. Wasser. Die Stamml6sung wird aliquotiert und bei -
20°C gelagert. Die Losung ist bei -20°C praktisch unbegrenzt haltbar, die
Aliquots sollten aber nur einmal aufgetaut werden.
Probenpuffer (4x):
RotiLoad (Roth), gebrauchsfertig (Zusammensetzung nach Laemmli)
Molekulargewicht-Standards:
Full Range Recombinant Protein Marker (Amersham; Zusammensetzung

nach Laemmli)

Giel3en der Gele:

Fir 16 x 18 cm Gele (1 mm dick) wurden die entsprechenden Glasplatten (Ohren-

und Spacerplatten) je zweimal mit Ethanol (70%) und Aqua bidest. gereinigt. Auf

die Spacer-Platte wurde erst die Silicondichtung, dann die Ohrenplatte aufgelegt

und der Sandwich mit den entsprechenden Klammern fixiert.

Giel3en des Trenngels (10%,12% oder 15%):
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Reaktionkomponenten |10% 12% 15%
Aqua bidest. 7,9 ml 5,1 ml 0,9 ml
Gel A (30%) 10 mi 12 ml 15 mi
Gel B (2%) 4 ml 4,8 ml 6 ml
1,5 M Tris-HCI (pH 8,7) | 7,5 ml 7,5 ml 7,5 ml
APS (10%) 300 pl 300 pl 300 pl
SDS (10%) 300 pl 300 pl 300 pl
TEMED 12 12 12

Nach Zugabe der beiden letzten Komponenten wurde jeweils kurz gemischt

und die Gele sofort gegossen. Direkt nach dem GieRen wurde die Flissigkeit

mit wassergesattigtem n-Butanol Uberschichtet, um unter Sauerstoff Aus-

schluss einen geraden Gelrand zu erhalten. Nach ca. 1 h wurde vom poly-

merisierten Trenngel das n-Butanol abgegossen und mit Aqua bidest. nach-

gespult, verbliebene Flussigkeitsreste wurden mit Whatman 3MM Filterpapier

abgesaugt.

GieRen des Sammelgels (4%):

Reaktionskomponenten 4%

Aqua bidest. 6,17 mi
Gel A (30%) 1,7 ml
Gel B (2%) 0,68 ml
1M Tris-HCI (pH 6,8) 1,25 ml
APS (10%) 100 pl
SDS (10%) 100 pl
TEMED 10 pl
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Nach Zugabe der letzten beiden Komponenten wurden die polymerisierten
Trenngele mit der Sammelgelldsung Uberschichtet. Direkt nach dem Gielden
wurden die Probenkamme eingesetzt. Nach ca. 1 h war die Polymerisierungs-
reaktion vollstandig, der Kamm wurde entfernt, evtl. vorhandene Gelreste wurden

vorsichtig aus den Taschen mit Aqua bidest. ausgewaschen.

Probenvorbereitung:

Die bendtigten Zellysate wurden aufgetaut und jeweils die gewlnschte Menge
entnommen. Alle Proben sowie der Molekurgewichtsstandard wurden mit Lyse-
puffer auf das gleiche Volumen (40 pl) gebracht und mit der entsprechenden
Menge Probenpuffer (4x) versetzt. Die Proben wurden fur 5 min bei 90°C inkubiert,
abzentrifugiert und anschlief3end auf das Gel aufgetragen (vor dem Probenauftrag
wurden die Probentaschen mittels eine Spritze mit Laufpuffer gespuilt und

Luftblasen am unteren Gelrand entfernt).

Gel-Lauf:

Das Gelsandwich wurde in die mit Elektrophoresepuffer gefullte Vertikale Einheit
Hoefer SE 400 der Firma Amersham Pharmacia Biotech eingebaut.

Der Probeneinlauf erfolgte in 1 h mit 90 V, die Auftrennung der Proben bei 60 V
Uber Nacht im Kuhlraum bei 4°C. Die Elektrophorese wurde abgebrochen, sobald

die Bromphenolblau-Bande die untere Gelgrenze erreicht hatte.

2.3.4 Western-Blotting

Zum spezifischen Nachweis von Proteinen wurde in Analogie zu den DNA- und
RNA-Nachweisverfahren Southern- und Northern-Blotting eine Methode entwickelt,
die als Western Blotting bezeichnet wird (Burnette et al., 1981). Hierbei werden die
Proteine zunachst elektrophoretisch aufgetrennt. Anschlielend werden die

aufgetrennten Proteine im elektrischen Feld vom Gel auf eine Tragermembran
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Ubertragen. Die immobilisierten Proteine werden anschlieRend mit einem fur das
nachzuweisende Protein spezifischen Antikorper inkubiert.

Der Nachweis der gebundenen Antikorper kann auf unterschiedliche Weise
erfolgen. Durchgesetzt haben sich nicht-radioaktive Methoden, bei denen ein
sekundarer Antikorper gegen den Fc-Teil des primaren Antikdrpers verwendet
wird, welcher mit einem Enzym gekoppelt ist, das eine leicht detektierbare

Reaktion katalysiert.

2.3.4.1 Proteintransfer

Materialien:

Transferpuffer (Towbin-Puffer):
2,42 g Tris
11,26 g Glycin
wurden mit 700 ml Aqua bidest. versetzt und auf pH 8,3 eingestellt. Dann
wurden 200 ml Methanol zugesetzt und abschliel3end mit Aqua bidest. auf 1
| aufgefulit.
e Methanol
e PVDF-Membran (Hybond P, Amersham Pharmacia Biotech)
e Whatman 3MM Filterpapiere

Zur Equilibration der PVDF-Membran wurde diese vollstandig mit Methanol benetzt
und 1 min inkubiert, dann 5 min in Aqua bidest. zum Entfernen des Methanols
unter leichtem Schutteln eingeweicht und abschlief3end fir 10 min in Transferpuffer
inkubiert. Vier Whatman 3MM Filterpapiere wurden auf GelgroRe zugeschnitten
und ebenfalls in Transferpuffer eingeweicht. Nach erfolgter SDS-PAGE wurde das
Sammelgel vollstandig entfernt, mit dem Trenngel und der vorbereiteten PVDF-

Membran wurde folgende Anordnung in einer Schale aufgebaut:
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Lochplatte am Minus-Pol
Schwammtuch

2 Lagen Whatman 3MM Filterpapier
Polyacrylamidgel

PVDF-Membran

2 Lagen Whatman 3 MM Filterpapier
Schwammtuch

Lochplatte am Plus-Pol

Es wurde stets darauf geachtet, dass die einzelnen Lagen luftblasenfrei aufein-
ander lagen. Die Anordnung wurde in eine mit Transferpuffer geflllte Trans-Blot
Zelle der Firma BioRad uUbertragen und die Proteine bei einer konstanten
Stromstarke von 400 mA im Kihlraum bei 4°C fur 100 min auf die Membran

transferiert.

2.3.4.2 ECL-Detektionssystem

Das enhanced-chemiluminescence (ECL) System ist eine nicht-radioaktive
Methode zur Detektion von Meerrettich-Peroxidase. Die Meerrettich-Peroxidase
(horseradish peroxidase, HRP) oxidiert ein geeignetes organisches Substrat - das
Diacylhydrazid Luminol - unter Umsetzung von H;O, zu Hy0. Das
Oxidationsprodukt befindet sich in einem angeregten Zustand, aus dem es unter
Lichtemission, die mittels Belichtung eines Rontgenfiims sichtbar gemacht wird,
wieder in den Grundzustand zuruckkehrt. Die Reaktion erreicht ca. 5 min nach
Substratzugabe das Maximum der Lichtemission, dann fallt die Signalstarke
langsam ab. Die Sekundar-Antikorper sind mit HRP konjugiert, so dass die
Position der spezifisch gebundene Antigene auf der Membran als Bande

nachgewiesen wird.
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Materialien:

e TBS:
150 mM NaCl (8,76 g/l)
13 mM Tris (1,57 g/l)
werden in 900 ml bidest. Wasser gelost auf pH 7,5 gebracht (am pH-Meter mit
HCI; ZielgroRe: 32%) und auf 1000 ml aufgefullt.
e TBS-T:
11 TBS, pH 7,5 werden mit 0,02% Triton X-100 (200 pl) versetzt.
e Block-Losung:
Rotiblock-Konzentrat (Roth) 1:10 in bidest. Wasser verdinnt (50-100 ml pro
Blot).
e Primarantikorper:
Die Antikorper-Losung wird im gewilnschten Malle in Block-Lésung
verdunnt (10-30 ml pro Blot, Tab. 2.1.6).
e Sekundarantikorper (Anitkorper-HRP-Konjugat, Alexis):
Die Antikorper-Losung wird im gewinschten Malle in Block-Lésung
verdinnt (30 ml pro Blot, Tab. 2.1.6).
e ECL-Detektionslésungen 1 und 2: Fertigldsungen von Amersham Pharmacia
Biotech
e ECL-Hyperfilm (Amersham Pharmacia Biotech)

Blockierung der Membran:

Die Membran wurde mit 20-50 ml Block-Lésung fir 1 h bei RT geblockt. Danach
wurde die Block-Lésung verworfen.

Antikérper-Inkubation:

Die Verdinnung des jeweiligen Primarantikorpers wurde unmittelbar vor Gebrauch
hergestellt, auf die geblockte Membran Uberfihrt und nach dem jeweiligen
Protokoll inkubiert. Die Antikorper-Verdinnung wurde bei 4°C gelagert und
mehrfach verwendet.
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AnschlieBend wurde die AntikOrper-Losung entfernt, Reste wurden mit TBS-T
ausgewaschen und dann 3 x 10 min mit je 50 ml TBS-T gewaschen.

Die Verdinnung des Sekundarantikdrper-HRP-Konjugates wurde unmittelbar vor
Gebrauch hergestellt und auf die gewaschenen Membran tberflhrt. Anschlielend
wurde fur 25-30 min bei RT inkubiert. Die Antikorper-Losung wurde entfernt, Reste
mit TBS-T ausgewaschen und ebenfalls 3 x 10 min mit je 50 ml TBS-T gewaschen.
Detektion:

Die gewaschene Membran wurde auf einen aufgeschnittenen Vernichtungsbeutel
(Brand) dberfuhrt. Je 2,5 ml ECL-Reagenz 1 und 2 wurden gemischt, auf die
Membran aufgegeben und dann fiir 60 sec inkubiert. Uberschiissiges Reagenz
wurde durch Abtropfen entfernt, danach wurde die Membran auf einen neuen (in
eine Filmkassette geklebten) aufgeschnittenen Vernichtungsbeutel gelegt. Der
Beutel wurde zugeklappt; Luftblasen wurden durch Ausstreichen entfernt. In der
Dunkelkammer wurde ein ECL-Hyperfilm aufgelegt (es wurde mit 15 sec
Belichtungszeit begonnen, bei jedem neuen Film wurde die Belichtungszeit

verdoppelt) und anschlieRend entwickelt.
2.3.4.3 Strippen eines Western Blots
Um einen Western Blot nach einer Detektion mit neuen Antikdrpern zu beladen
und weitere Proteine z.B. ahnlicher GréRe nachzuweisen, wurden die gebundenen
Antikorper-Konjugate durch ein Strippen (,Waschen®) der Membran nach
folgendem Protokoll entfernt.
Materialien:
o Elutionspuffer:

62,5 mM Tris-HCI (pH 6,7; 20°C)

2% SDS
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100 mM DTT
e TBS-T
o Block-Ldsung (Rotiblock-Konzentrat von Roth) 1:10 in bidest. Wasser

verdiinnt

Die Membran wurde in einem Vernichtungsbeutel zusammen mit 30 ml
Elutionspuffer eingeschweil3t und in einem Wasserbad bei 70°C fur 30-90 min
inkubiert. Danach wurde die Membran bei RT zweimal jeweils 10 min mit Aqua
dest. ausgewaschen, anschlieBend weitere 10 min mit TBS-T. Nach einer
Blockierung von mindestens 2,5 h in der Block-Losung konnte die Membran erneut

mit Antikérpern beladen werden.

2.3.5 Fluorimetrische Bestimmung der Caspaseaktivitat

Bei der Aktivierung der Caspasen wahrend der Apoptose werden Proteine mit
einer spezifischen Sequenz erkannt und hydrolysiert. Die fluorometrische
Bestimmung der Caspase-Aktivitat verwendet kurze Peptide mit der jeweiligen
spezifischen Sequenz, welche an einem Fluorochrom uUber Peptidbindung kovalent
gebunden sind. Wird die Bindung hydrolysiert, erlangt das Fluorochrom wieder

seine Fluoreszenzeigenschaft und kann detektiert werden.

Materialien:

o Lysepuffer (Zusammensetzung: siehe 2.3.1)
o Rx-Puffer (2-fach konzentriert):

100 mM HEPES pH 7,3

200 mM NaCl

20% Sucrose

0,2% CHAPS
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4 mM CaCl:
26,7 mM DTT (wurde unmittelbar vor Gebrauch zugesetzt)
o Caspasesubstrat 50 mM DEVD-AMC (N-Acetyl-Asp-Glu-Val-Asp-Amino-

methylcoumarin, Bachem)

Jeweils 50 ul des mit Hilfe des Lysepuffer gewonnenen Zelllysates wurden in eine
96-Kavitaten-Platte Uberfuhrt, diese wurde anschliefend fur 10 min auf Eis
gelagert. Der Rx-Puffer wurde 1:1 mit Aqua bidest. verdunnt, je Reaktionsansatz
wurden 150 ul Rx-Puffer mit 2,8 yl DEVD-AMC versetzt.

Nach Zugabe dieser Substratlosung zum Zelllysat wurde die Caspase-Aktivitat
bestimmt, indem die proteolytische Spaltung von Aminomethylcoumarin fluoro-
metrisch mittels einer Anregungswellenlange von 360 nm bei einer Emissions-
wellenlange von 475 nm gemessen und in einem Messzeitraum von 4 h bei 37°C
jede zweite Minute erfasst wurde. Die Caspase-Aktivitat wurde als Steigung dieser
Kurve in der Ilinearen Regression und als Zunahme der arbitraren
Fluoreszenzeinheiten pro Minute angegeben.

Zur Bestimmung der spezifischen Caspase-Aktivitat wurde nach Beendigung der
Messung eine Proteinbestimmung nach Bradford mit den entsprechenden
Zelllysaten durchgefuhrt. Die spezifische Aktivitat wurde durch Teilung der

Caspase-Aktivitat mit der Proteinmenge im Lysat berechnet.

2.3.6 Proteinbestimmung nach Bradford

Die Proteinbestimmung nach Bradford (1976) stellt eine einfache, schnelle und
sensitive Methode dar, mit der im Extinktionsbereich bis 595 nm die Extinktions-
werte einer Eichreihe mit einer Regressionsgerade gut beschrieben werden
konnten.

Materialien:
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o Bradford-Arbeitslésung:
1 Teil Bradford-Reagenz (Biorad) mit 4 Teilen Aqua bidest. verdinnen
(Lagerung bei 4°C. mit Whatman-Papier filtrieren, etwa zwei Wochen
haltbar)

o BSA-Standard 100 pg/ml (Biorad)

In dieser Arbeit wurde der colorimetrische Protein Assay der Firma BioRad
verwendet und entsprechend den Angaben des Herstellers angewandt.

Nach Erstellen einer Eichkurve mit Hilfe von BSA-Losungen mit definierten
Proteinkonzentrationen (1 mg/ml, 0,75 mg/ml, 0,5 mg/ml, 0,25 mg/ml) wurden
Doppelbestimmungen der zu untersuchenden Proben bei 595 nm durchgefihrt und

die Proteinkonzentrationen mittels der erstellten Eichgerade ermittelt.

2.3.7 Laktat-Dehydrogenase(LDH)-Assay

Die Laktat-Dehydrogenase(LDH)-Bestimmung mit Hilfe des in vitro-Toxikologie-
Assay Kits (Sigma) ist eine akkurate Methode, um die Zytotoxizitat unbekannter
Substanzen in vitro zu testen. Bei dieser Messmethode wird die Membranintegritat
von Zellen als eine Funktion der LDH-Freisetzung ins Kulturmedium gemessen.

Der Assay beruht auf der Reduktion von NAD durch LDH-Aktivitat. Das dabei
reduzierte NAD wird von dem Enzym Diaporase zur Oxidation von Resofurin
verwendet. Es entsteht ein farbiges Resofurinderivat, dessen Adsorption bei 450
nm bestimmt wird (GeniosPLUS, Tecan). Die LDH-Aktivitat wird mittels einer
Standardkurve errechnet. Das freigesetzte LDH bzw. die Menge des reduzierten

NAD werden durch eine Farbreaktion photometrisch messbar gemacht.

Materialien:

o Kit-Komponenten:
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LDH-Assay-Substratlésung (25 ml)

LDH-Assay-Enzympraparation (25 ml)

LDH-Assay-Farbstofflosung (25 ml)

LDH-Assay-Lysepuffer (10 ml)
Der Assay-Mix wurde nach Protokoll des Herstellers aus gleichen Teilen
Substrat-, Enzym- und Farbstofflésung angesetzt (Ansatz unmittelbar vor
Gebrauch)

e 1NHCI

Nach Zentrifugation der 6-Kavitaten-Platten bei 250 x g wurden von jeder Probe
jeweils 50 pl Mediumuberstand in eine 96-Kavitaten-Platte pipettiert und mit jeweils
50 ul des Assay-Mix fur 20-30 min bei RT unter Ausschluss von Licht inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 10 pyl 1N HCI gestoppt. Die photometrische Messung der
Extinktionen erfolgte bei einer Wellenlange von 490 nm (Referenz 690 nm).

2.3.8 ALT-und AST- Assay

Materialien:

e BayerADVIA-Kit fur ADVIA 2400-Analyser

Der Kulturiberstand von PHH und HepG2-Zellen wurde gesammelt und anschlie-
Rend im Zentrallabor des Universitatsklinikums Tubingen mit Hilfe des

kommerziellen ELISA-Kits BayerADVIA ALT- und AST-Aktivitatsbestimmungen auf
dem ADVIA Analyser 2400 (Fernwald) unterzogen.

2.4 Molekularbiologische Methoden
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2.41 Isolierung von Gesamt-RNA aus adharenten Zellen

Um Gesamt RNA aus adharenten Zellen zu gewinnen, wurde der NucleoSpin®
RNA 1l Kit der Firma Macherey-Nagel verwendet.

Materialien:

o Kit-Komponenten:
RA1-Puffer
RA2-Puffer
RA3-Puffer
MDB (membrane desalting buffer)
RNase-freie DNase |
DNase-Reaktionspuffer
RNase-freies Wasser

e 70% Ethanol

e [-Mercaptoethanol

e 0,9 mm Nadel (20 gauge; Braun)

Bis zu 5 x 10° adharente Zellen wurden mit PBS gewaschen, trypsiniert und durch
Zentriguation pelletiert. Zur Zelllyse wurde das Pellet in 350 pyl RA1-Puffer und 3,5
pl B-Mercaptoethanol resuspendiert.

Das gewonnene Lysat wurde durch 5-maliges Auf- und Abziehen mit einer 0,9 mm
Nadel (20 gauge) homogensisiert und nach Auftragen auf eine Filtrationssaule
(NucleoSpin® Filter unit) durch einminatige Zentrifugation bei 11 000 x g filtriert.
Das Lysat wurde mit 350 pl Ethanol (70%) vermischt und nach Beladen der RNA-
Isolationssaule (NucleoSpin® RNA 1l column) 30 sec bei 8000 x g zentrifugiert. Zur
Entsalzung der Saulenmembran wurden anschliefend 350 yl MDB hinzugefugt
und die Membran 1 min bei 11 000 x g getrocknet. Fir die folgende DNase-
Reaktion wurden 10 pyl DNase | zu 90 pl DNase-Reaktionspuffer gegeben und
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gemischt, danach wurden 95 pl des Reaktionsgemisches direkt auf die Saule
aufgetragen und fir 15 min bei RT inkubiert.

Nach drei Waschschritten mit RA2- und RA3-Puffer wurde die Membran durch
zweiminutige Zentrifugation bei 11 000 x g getrocknet, die isolierte RNA wurde in

60 yl RNase-freiem Wasser nach 1 min bei 11 000 x g eluiert.

2.4.2 c-DNA-Synthese

Bei der Synthese von komplementarer DNA (cDNA) durch das Enzym Reverse
Transkriptase dient die isolierte Gesamt-RNA (siehe 2.4.1) als Matrize. Durch den
Einsatz von Oligo(dT)-Primern, welche an den polyA-Schwanz von mRNAs binden,
wird spezifisch mRNA in cDNA umgeschrieben.

Die in dieser Arbeit eingesetzte cDNA-Synthesereaktion mit Hilfe von
SuperScript™Il RT der Firma Invitrogen konnte fur einen Gesamt-RNA-Gehalt von

1-5 pug verwendet werden.

Materialien:

e Oligo(dT)e (500 pg/ml)

e 10 mM dNTP-Mix: 10 mM dATP, dGTP, dCTP, dTTP
e 5x First Strand Buffer

e 0,1MDTT

e RNaseOUT™ (40 U/ pl) (RNase Inhibitor)

e SuperScript™Il RT

e RNase-freies Wasser

Fir einen 20 pl Ansatz wurden 2 pl Oligo(dT)+s, 1 yl dNTP-Mix und das jeweilge
Volumen der Gesamt-RNA-L6sung gemischt und mit RNase-freiem Wasser auf ein

Volumen von 12 pl gebracht.
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Die Reaktionslosung wurde im Gene Amp PCR-Cycler der Firma Eppendorf fur 5
min bei 65°C erhitzt und anschlielend auf Eis geklhlt. Nach kurzer Zentrifugation
wurden dem Ansatz 4 pl 5x First Strand Buffer, 2 yl 0,4 M DTT und 1 pl
RNaseOUT™ hinzugeflgt; dieser wurde nach sorgfaltigem Mischen im Cycler fir 2
min bei 42°C inkubiert.

Nach Zugabe von 1 pl SuperScript™Il RT wurde die Reaktionslosung fur weitere
50 min bei 42°C inkubiert. Die Inaktivierung der Reaktion erfolgte durch 15-

minutiges Erhitzen der Probe auf 70°C.

2.4.3 Quantitative RT-PCR

Die Methode der quantitativen RT-PCR wurde in dieser Arbeit herangezogen, um
die Expression von Genen in der Zelle zu detektieren und zu quantifizieren. Hierzu
wurde zunachst die Gesamt-RNA aus Zellen nach 2.4.1 isoliert und cDNA (siehe
2.4.2) synthetisiert.

Die entstandene cDNA diente anschlief3end als Probe in einer PCR-Reaktion, bei
der durch Zugabe von spezifischen Primern und TagMan-Sonden (2.1.5) aus dem
hier verwendeten Two-Step RT-PCR Kit Assay-on-Demand™ der Firma Applied

Biosystems gezielt die gesuchte cDNA vervielfacht wurde.

Materialien:

e 2x TagMan® Universal Master Mix (Applied Biosystems)
e 20x Assay-on-Demand™ Gene Expression Assay Mix (Applied Biosystems)

¢ Nuklease-freies \Wasser

Folgender Reaktionsansatz wurde gemal den Angaben des Herstellers fur eine 20

ul-Standardreaktion verwendet:
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Reaktionskomponenten Volumen/Kavitat Endkonzentration

(20 ul-Reaktionsvolumen)

TagMan® Universal PCR
Master Mix (2x) 10 1x
20x Assay-on-Demand™ Gene
Expression Assay Mix 1 1x

cDNA (in Nuklease-freiem

Wasser verdinnt) 9

Die Reaktionsansatze wurden in den PCR-Cycler (ABI PRISM ® Sequence
Detection Systems 7000, Applied Biosystems) Uberfuhrt und folgendem Programm

unterzogen:
Programmschritt Dauer Temparatur
Initiales Setup 10 min 95°C
40 Zyklen, je Zyklus
e Denaturierung 15 sec 95°C
e Annealing/Extension 1 min 60°C

Jede PCR-Reaktion wurde in Dreichfachansatzen durchgefiuhrt. ACt wurde ermit-
telt, indem der durchschnittiche GAPDH Ct-Wert von dem durchschnittlichen FLIP
Cr substrahiert wurde.

Die relative Expressionsveranderung wurde nach der Formel 2 A2CT herechnet,
nachdem AACy als Differenz der ACt-Werte von HDAC-I-behandelten versus
unbehandelten Kontrollzellen ermittelt worden war. Die Standarddeviation der AC+
-Werte wurde nach der Formel s = (s42 + s,2)>° kalkuliert, wobei s bzw. s, die

Standarddeviationen der berechneten Ct-Werte darstellen.
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3 Ergebnisse

3.1 Histonhyperacetylierung in Hepatomzellen durch VPA und ITF2357

Um das in seiner Funktion als HDAC-I nur wenig charakterisierte Antiepileptikum
VPA sowie die neue Substanz ITF2357 in Hinblick auf ihre Fahigkeit zu
untersuchen, die Aktivitdt von HDAC Enzymen in Hepatomzellen effizient zu
inhibieren, wurden HepG2-Zellen flr 24 h mit 0,2 pM ITF2357 oder 1 mM VPA
kultiviert und anschlieBend durch Western Blotting mit Antikdrpern gegen

acetyliertes Histon H3 (Ac-H3) untersucht.

K ITF  VPA

a-Tubulin A

Ac-H3 .*

Abb. 7: Westernblot auf Ac-H3 in HepG2-Zellen nach 24 h Inkubation mit 0,2 uM ITF2357 (ITF)
oder 1 mM VPA (VPA) oder ohne HDAC-I (K). Der Nachweis gleichméalliger Proteinbeladung
erfolgte durch Detektion von Tubulin auf demselben Blot.

Wie in Abb. 7 dargestellt, konnte eine, verglichen zu Kontrollzellen (K; Bande 1),
erhdhter Acetylierungsstatus nach einer 24-stindigen Inkubation mit HDAC-I nach-
gewiesen werden. Wahrend ITF2357 (ITF; Bande 2) lediglich einen moderaten
Anstieg zur Folge hatte, zeigten die Zellen die starkste Akkumulation von
acetyliertem Histon H3 nach VPA-Exposition (VPA; Bande 3).
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3.2 Antiproliferative Wirkung von VPA und ITF2357 auf Hepatomzellen

Da verschiedenen @ HDAC-I in anderen  Tumorzell-Systemen eine
wachstumshemmende Wirkung zugeschrieben werden konnte, sollte die
Empfindlichkeit der drei humanen Hepatomzelllinien HepG2, PLC/PRF/5 und HuH-
7 gegenuber unterschiedlichen Konzentrationen von VPA, ITF2357 und weiteren
HDAC-I Uberpruft werden.

Als Nachweismethode einer Proliferationsinhibition wurde der kolorimetrische
Sulforhodamine B Test (SRB-Assay) eingesetzt. Zu diesem Zweck wurden die
verschiedenen Zelllinien 5 Tage mit zweimaligem Mediumwechsel zur Zugabe von
jeweils frischen HDAC-I Substanzen kultiviert. Die Zellmasse, welche mit der
Viabilitdat der Zellen eng korreliert, wurde mit SRB gefarbt und photometrisch
quantifiziert, wobei die 1Cso, die Konzentration der HDAC-I Substanzen angibt, mit

der eine 50-%ige Reduktion der Zellmasse im SRB-Assay erfassbar war.
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Abb. 8: Photometrische Bestimmung der Zellviabilitdt von HuH-7, PLC/PRF/5 und HepG2 nach 5-
tdgiger Behandlung mit aufsteigenden Konzentrationen von VPA (A) oder ITF2357 (B) im SRB-
Assay. Dargestellt sind Mittelwerte aus 4 Experimenten und die einfache SD.
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Durch VPA-Exposition im millimolaren Bereich (Abb. 8 A) sowie durch Inkubation
mit ITF2357 im mikromolaren Bereich (Abb. 8 B) konnte jeweils eine konzentra-
tionsabhangige Abnahme der Zellviabilitat in allen untersuchten Hepatomzellen
festgestellt werden. Auch wenn das Reaktionsmuster der unterschiedlichen HCC-
Zelllinien nach Inhibition der HDAC-Aktivitat ahnlich war, variierte doch die
Sensitivitat der einzelnen Zelllinien im Hinblick auf die jeweils eingesetzten
Substanzen. So wiesen HepG2- und PLC/PRF/5-Zellen eine hdhere
Empfindlichkeit gegenuber den getesteten Substanzen auf als HuH-7 Zellen. Die
ICs0 bewegte sich in Abhangigkeit von der jeweiligen Zelllinie zwischen 1 mM und
2,5 mM fir VPA sowie zwischen 0,15 uyM und 0,3 uM far ITF2357 (Tabelle 3).
Basierend auf diesen Ergebnissen wurden die Konzentrationen fir weitere
Experimente mit 1 mM und 2 mM VPA sowie 0,2 yM und 0,5 pM ITF2357 gewahlt.
Analoge Untersuchungen von bekannten und etablierten HDAC-I aus der Gruppe
der Hydroxaminsauren, die wie [ITF2357 bereits im mikromolaren
Konzentrationsbereich wirksam sind (TSA und SAHA; Tabelle 3), dienten fir

Vergleichsmessungen.

Tabelle 3: Proliferationsinhibition in HCC-Zelllinien durch HDAC-I. Die ICs, ist die Konzentration der
HDAC-I, mit der eine 50-%ige Reduktion der Zellmasse im SRB-Assay nachweisbar ist.

HDAC-I HCC-Zelllinie ICsp
PLC/PRF/5 1,3 mM
Valproat (VPA) HuH-7 2,5mM
HepG2 1,7 mM
PLC/PRF/5 1,0 uM
Trichostatin A (TSA) HuH-7 0,5 uM
HepG2 0,4 uM
PLC/PRF/5 0,15 uM
ITF2357 HuH-7 0,3 uM
HepG2 0,15 uM
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PLC/PRF/5 2 uM
Suberoylanilide hydroxamic acid (SAHA) HuH-7 2 uM

HepG2 1,75 uM

3.3 Apoptoseinduktion in Hepatomzellen durch HDAC-Inhibition

Im Rahmen der detaillierten Charakterisierung der antiproliferativen Wirkung von
VPA und ITF2357 sollte als nachster Schritt eine mdgliche Apoptoseinduktion
durch VPA und ITF2357 detektiert und ggf. quantifiziert werden. TSA als ein gut
charakterisierter HDAC-I Wirkstoff wurde als Positivkontrolle in alle Experimente
mit eingeschlossen. Das Auftreten von apoptotischem Zelltod wurde zunachst

durch die Quantifizierung der sub2n-DNA im Durchflusszytometer (FACS-Analyse)
bestimmt.

125~
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Abb. 9: Zeitlicher Verlauf der Apoptoseinduktion bei HepG2-Zellen, entweder unbehandelt (Kontrolle)
oder nach Behandlung mit 1 uM TSA, 1 mM oder 2 mM VPA, sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357.
Bestimmung der Rate an Zellen mit sub2n-DNA Gehalt in % der untersuchten Zellen nach 12 h, 24 h,
48 h und 72 h. Dargestellt sind Mittelwerte aus 2 Versuchen und die einfache SD.
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Die Apoptoserate (Anteil von Zellen mit sub2n-DNA Gehalt) wurde fur alle drei Sub-
stanzen (TSA, VPA, ITF2357) zu unterschiedlichen Zeitpunkten zwischen 12 und
72 h Inkubationsdauer untersucht (Abb. 9). Hierbei zeigten sich nach 24-stindiger
Inkubation, abgesehen von den TSA-behandelten Kulturen, lediglich geringe
apoptotische Phanomene verglichen zu den unbehandelten Kontrollzellen.
Wahrend sowohl TSA mit weit Uber 90% apoptotischer Zellen als auch VPA mit
konzentrationsabhangigen 15% (VPA 1 mM) bis 33% (VPA 2 mM) sub2n-
Populationen das Maximum ihrer Wirkung erst nach 72 h erreichten, zeigte
ITF2357 schon 24 h friher maximale Apoptoseraten: bereits nach 48-stindiger
ITF2357-Exposition konnten Zellraten mit sub2n-DNA von 19% durch 0,2 uM
ITF2357 und 66% durch 0,5 uyM ITF2357 detektiert werden. Diese Beobachtung
konnte mit einer kurzeren Halbwertszeit von ITF2357 in der Zellkultur
zusammenhangen; dieser Effekt wurde jedoch nicht weiter untersucht. Da auch
nach einer 72-stindigen Behandlung mit TSA und VPA lediglich ein leichter Anstieg
in der Apoptoserate gegenuber dem 48 h-Wert zu verzeichnen war, wurde die
Inkubationszeit fur weitere Experimente auf 48 h festgelegt.

Als nachster Schritt sollte die Apoptoseinduktion auch in weiteren HCC-Zelllinien
nachgewiesen und quantifiziert werden. Zu diesem Zweck wurden HepG2-, HuH-7-
und PLC/PRF/5-Zellen far 48 h mit 1 uM TSA, 1 mM und 2 mM VPA sowie 0,2 uM
und 0,5 pM ITF2357 inkubiert. Die FACS-Analyse ergab, dass HepG2-Zellen, wie
schon im SRB-Assay, die hdchste Empfindlichkeit gegenlber allen applizierten
HDAC-I aufwiesen: ein 15-facher Anstieg der sub2n-DNA Population (im Vergleich
zur Kontrolle) und damit der am starksten ausgepragte Apoptose-induzierende
Effekt wurde nach TSA-Behandlung beobachtet. Deutlich erhdhte Apoptoseraten
konnten jedoch auch mit 2 mM VPA (5,2-fache Erhéhung) oder 0,5 uM ITF2357
(11,1-facher Anstieg) erzielt werden (Abb. 10 A).

HuH-7-Zellen zeigten ein ahnliches Reaktionsmuster mit den starksten
apoptotischen Effekten nach TSA-Exposition (5,2-facher Anstieg der sub2n-DNA-
Population im Vergleich zur Kontrolle), moderaten Apoptoseraten nach Inkubation
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mit 2 mM VPA (2,2 fache Erhohung) und oder 0,5 uM ITF2357 (2,8 fache
Erhéhung).
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Abb. 10: HDAC-I induzierte Apoptosephdnomene in humanen Hepatomzellen. (A): Durchflusszyto-
metrische Bestimmung der sub2n-DNA Rate in % der untersuchten Zellen nach 48 h
Inkubationszeit von HepG2-, HuH-7- und PLC/PRF/5-Zellen mit 1 uM TSA, 1 mM oder 2 mM VPA,
sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357. Als Kontrolle wurden Zellen ohne HDAC-I im Uberstand
untersucht (Kontrolle). (B): Fluorimetrische Messung der intrazelluldren Caspase-3 Aktivitdt nach
48 h Inkubation von HepG2-, HuH-7- oder PLC/PRF/5-Zellen mit 1 uM TSA, 1 mM oder 2 mM
VPA, sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357 oder ohne Zugabe von HDAC-I (Kontrolle).
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Im Gegensatz zu den genannten HCC-Zelllinien reagierten PLC/PRF/5-Zellen mit
einem unterschiedlichen Empfindlichkeitsspektrum auf TSA, VPA und ITF2357.
Wahrend nach TSA-Exposition, im Gegensatz zu HepG2- und HuH-7-Zellen, nur
eine tendentiell leicht erhdhte Rate von Zellen mit sub2n-DNA detektiert wurde,
konnte durch Kultivierung der Zellen mit 2 mM VPA eine 2,1-fache und durch
Inkubation mit 0,5 yuM ITF2357 eine 2,5-fache Erhdohung der sub2n-DNA-
Population nachgewiesen werden.

Die Detektion von sub2n-DNA in apoptotischen Zellen stellt innerhalb der
Apoptosekaskade ein spates Ereignis dar. Wesentlich friGher werden in der Regel
Caspasen aktiviert, die durch proteolytische Spaltung eine wichtige Rolle als
.Vollstrecker des apoptotischen Zelltodes spielen. In  weitgehender
Ubereinstimmung mit den FACS-Daten zeigte die fluorimetrische Messung der
Enzymaktivitat nach 48-stiindiger Inkubation mit TSA, VPA oder ITF2357 (Abb. 10
B) einen Anstieg der Caspase-3-Aktivitat in allen Zelllinien analog zur Intensitat
der Rate an sub2n-DNA aus dem vorherigen Experiment. Zusammenfassend
konnte damit mit zwei unabhangigen Methoden gezeigt werden, dass Substanzen
mit HDAC-I Aktivitat in allen untersuchten HCC-Zellinien Apoptose induzieren
konnen. Das Ausmal des apoptotischen Zelltodes variiert jedoch in Abhangigkeit
einer bisher nicht naher charakterisierten Empfindlichkeit der einzelnen Zelllinie

gegenuber der spezifischen Substanz.

3.4 Toxizitdat der HDAC-I Wirkstoffe VPA und ITF2357 fir primare humane
Hepatozyten

Voraussetzung fur eine therapeutische Anwendung von HDAC-I im Kontext des
HCC sind eine effiziente Proliferations- und Apoptoseinduktion in Hepatomzellen;
im Gegensatz hierzu durfen bei nicht-malignen primaren humanen Hepatozyten
keine vergleichbaren Phanomene nachweisbar sein. Als nachster Schritt wurden

daher die Auswirkungen einer VPA- bzw. ITF2357-Behandlung bei nicht-malignen
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primaren humanen Hepatozyten (PHH) mittels verschiedener Toxizitatsunter-

suchungen bestimmt.
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Abb. 11: Toxizitatsprofil von VPA und ITF2357 auf primdren humanen Hepatozyten (PHH).
Bestimmung der ALT-, AST- und LDH-Aktivitét in Ubersténden von PHH nach Inkubation der Zellen
mit aufsteigenden Konzentrationen von VPA (A) und ITF2357 (B). Dargestellt sind Mittelwerte aus 4
unabhéngigen Versuchen und die einfache SD.

Zunachst wurden PHH eines einzigen Spenders in vier unabhangigen Versuchen
fur 48 h jeweils mit aufsteigenden Konzentrationen von VPA (1 mM bis 4 mM) und
ITF2357 (0,2 uM bis 2 uM) inkubiert. AnschlieRend wurden die Kulturiberstande
bezlglich ihrer enzymatischen Aktivitdt an Alanin-Aminotransferase (ALT),
Aspartat-Aminotransferase (AST) und Laktat-Dehydrogenase (LDH) quantifiziert.
ALT und AST sind sensitive Indikatorenzyme fur eine Schadigung von Leberzellen,
wobei AST im Zytoplasma und in Mitochondrien, ALT ausschliel3lich im
Zytoplasma intrazellular zu finden ist. Die Freisetzung von LDH findet i.d.R. bei
schwerwiegenden Schadigungen der Zellmembran-Integritat statt und deutet daher
auf eine mehr fortgeschrittene Zellschadigung hin.

Wie in den Abb. 11 A und 11 B dargestellt, nahm die LDH-Aktivitat, welche mit

einer zunehmenden Zellschadigung korreliert, verglichen zu den Kontrollzellen
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auch bei den hochsten Konzentrationen von VPA und ITF2357 ab. Fur die Enzyme
ALT und AST konnte ein anderes Reaktionsmuster beobachtet werden: wahrend
die ITF2357-Exposition verglichen zur Kontrolle in keiner der applizierten
Konzentrationsstufen zu einer gesteigerten Freisetzung von ALT und AST ins
Medium fuhrte (Abb. 11 B), resultierte die Inkubation mit VPA bei Konzentrationen
von 2 mM oder héher in einem moderaten Anstieg der Leberenzymaktivitaten im
Uberstand (Abb. 11 A). Zusammengefalit konnte bei den relevanten
Konzentrationen, die mit einer ausgepragten Apoptoseinduktion in Hepatomzellen

einhergehen, keine relevante Toxizitat auf PHH nachgewiesen werden.

3.5 Expressionsmodulation von Proteinen der Zellzyklus-Regulation und

Apoptose-Signaltransduktion

Um die zugrundeliegenden Mechanismen einer HDAC-I vermittelten Tumorzell-
reaktion genauer zu klassifizieren, wurden Veranderungen im Expressionsmuster
von Proteinen untersucht, die zentrale Funktionen in der Zellzyklus-Regulation
erfullen und in Signaltransduktionswegen der Apoptose involviert sind. Zu diesem
Zweck wurden PLC/PRF/5-Zellen 48 Stunden mit jeweils 1 mM oder 2 mM VPA
sowie 0,2 uM oder 0,5 pM ITF2357 inkubiert und die im Anschluss gewonnenen
Zellextrakte durch Western Blotting untersucht. Die Inkubation mit 1 yM TSA diente
als Positivkontrolle.

Als erstes wurden Veranderungen im Proteingehalt des Cyclin-abhangigen Kinase-
inhibitors ~ p21°P™a"  yntersucht, welcher wichtige Funktionen in der
Zellzyklusregulation ausubt. Wie aus Abb. 12 A hervorgeht, verursachte die
Kultivierung der Zellen mit 1 yM TSA eine deutlich sichtbare Induktion von p21.
Auch die Inkubation mit VPA wund ITF2357 zeigte eine signifikante,
konzentrationsabhangige Verstarkung des p21-Signales, so dass die p21-
Hochregulation eine  wichtige Rolle bei der HDAC-I vermittelten

Proliferationsinhibition spielen kdnnte.
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Abb. 12: Western Blot Analyse HDAC-I modulierter Proteine. Western Blot auf p21 (A), Bel-XL (B),
Bid (C) und Bax (D) von PLC/PRF/5-Zellen nach 48 h Inkubation mit 1 uM TSA, 1 mM oder 2 mM
VPA, sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357. Nachweis gleichméBiger Proteinbeladung durch Tubulin-
Referenzbande auf demselben Blot.

Durch Charakterisierung des anti-apoptotischen Faktors Bcl-X., welcher eine
wichtige Rolle in der Regulation der mitochondrialen Membranintegritat und damit
in der intrinsischen Apoptosekaskade spielt, sollte eine weitere mdgliche
Modulation der Proteinexpression untersucht werden. Wie in Abb. 12 B illustriert,
wies die Expression des anti-apoptotischen Proteins Bcl-X. eine
konzentrationsabhangige Reduktion als Reaktion auf alle eingesetzten HDAC-I auf
(mit dem ausgepragtesten Effekt nach Behandlung mit 0,5 yM ITF2357). Bei
unbehandelten Kontrollzellen war dagegen eine deutliche Proteinexpression zu

detektieren.
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Weitere Untersuchungen galten dem apoptoseinduzierenden Protein Bid, dem
einzigen pro-apoptotischen Mitglied der Bcl-2-Familie, welches als Bindeglied
zwischen Todesrezeptor und mitochondrialer Signalkaskade fungieren kann. Es
zeigte sich sowohl fir Bid als auch fur sein metabolisch aktives Spaltprodukt tBid
eine konzentrationabhangig verstarkte Expression (Abb. 12 C), die durch
Behandlung der Zellen mit allen drei eingesetzten HDAC-I Wirkstoffen erreicht
werden konnte.

Zusatzlich ergab die Untersuchung von Bax, eines weiteren pro-apoptotischen
Faktors, ebenfalls einen intrazellularen Anstieg des Proteingehaltes unter VPA-
und ITF2357-Inkubation (Abb. 12 D). Das etwas schwachere Signal, welches nach
Exposition gegenuber 0,5 puM ITF2357 detektiert wurde, koénnte durch die
ausgepragt hohe Apoptoserate in diesen Proben begriindet sein.
Zusammenfassend konnte in diesen Untersuchungen eine Abnahme anti- und eine

Zunahme pro-apoptotischer zellularer Proteine nachgewiesen werden.

3.6 Hemmung der VPA- und ITF2357-vermittelten Apoptose durch Bcl-X,-
Uberexpression

Um die Auswirkungen einer Bcl-X -Uberexpression auf die Apoptoseinduktion
durch HDAC-I zu untersuchen, wurden HepG2-Zellen 6 h nach Aussaat entweder
mit dem Bcl-X_ kodierenden Plasmid psFFV oder einem Kontrollvektor pNeo
transfiziert. Um die Transfektionseffizienz zu erfassen, wurde gleichzeitig eine
Kotransfektion mit dem fur GFP kodierenden Vektor pEGFP-N1 durchgefihrt. 4 h
nach Transfektion wurden die Zellen fur weitere 48 h mit 2 mM VPA oder 0,5 uM
ITF2357 inkubiert. Nach anschlieBender Farbung mit Annexin V-PE konnte
durchflusszytometrisch die Rate an apoptotischen Zellen quantifiziert werden.

Durch Western Blotting (Abb. 13 B) wurde sichergestellt, dass die mit psFFV
transfizierten Zellen eine Uberexpression von Bcl-X| aufwiesen, wahrend mit dem

Kontrollvektor pNeo transfizierte Zellen erwartungsgemal’ eine Abnahme der Bcl-
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X_-Expression als Reaktion auf eine VPA- oder ITF2357-Behandlung
demonstrierten.

Abb. 13 A illustriert die Ergebnisse der FACS-Analyse in transfizierten (GFP-
positiven), Bcl-X_-Uberexprimierenden HepG2-Zellen (weiRe Balken) nach 48 h
Inkubation mit 2 mM VPA oder 0,5 uM ITF2357. Die GFP-positiven Zellen, die den
pNeo-Kontrollvektor (schwarze Balken) trugen, dienten zum Vergleich der
Zelltodraten. Wahrend VPA eine Apoptoserate von 32% in pNeo-transfizierten
HepG2-Zellen induzierte, betrug die sub2n-DNA-Population in psFFV-Zellen
ahnlich wie in den unbehandelten Kontrollzellen lediglich 16%. Dieser inhibierende
Effekt konnte analog auch in ITF2357-exponierten Zellen nachgewiesen werden.
Der prozentuale Anteil an apoptotischen Zellen wurde substantiell von 50% in

nativen HepG2-Zellen auf 19% in Bcl-X_-Uberexprimierenden Zellen reduziert.
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Abb. 13: Hemmung des HDAC-I induzierten apoptotischen Zelltodes durch Transfektion von Bcl-
X;. (A): Durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptoserate in HepG2-Zellen nach
Uberexpression von Bel-X, und anschlieBender Behandlung mit 2 mM VPA und 0,5 uM ITF2357 fiir
48 h. Quantifizierung der apoptotischen Zellen durch Annexin V-Férbung. (B): Westernblot auf Bcl-
X, in HepG2 Zellen nach 48 h Inkubation mit 2 mM VPA und 0,5 uM ITF2357. Ergebnisse der
densitometrischen Analyse des Verhéltnisses zwischen der Tubulin-Referenzbande und der
detektierten Bcl-X -Bande wurden unterhalb der Blots dargestellt.
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Zusammenfassend konnte durch die experimentelle Strategie einer artefiziellen,
intrazellularen Bcl-X_-Uberexpression herausgearbeitet werden, welche zentrale
Rolle der Herunterregulation dieses anti-apoptotischen Faktors bei der HDAC-I

induzierten Apoptose zukommt.

3.7 Sensibilisierung humaner Hepatomzellen gegenuber TRAIL durch VPA
und ITF2357

Das Zytokin TRAIL (Tumor necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand) ist
eine der viel versprechendsten Substanzen in der klinischen Onkologie mit einer
selektiven Anti-Tumorwirkung. Allerdings gelten Hepatome im Gegensatz zu vielen
anderen Tumorentitaten nach bisherigem Kenntnisstand als weitgehend TRAIL-
resistent. Nachdem der modulatorische Effekt von VPA und ITF2357 auf die
Proteinexpression untersucht wurde, stellte sich die Frage, inwieweit diese
epigenetische ,Umprogrammierung® in der Lage ist, die den Hepatomzellen eigene
TRAIL-Resistenz zu Uberwinden und die Zellen gegenuber diesem Todesliganden
zu sensibilisieren.

Zu diesem Zweck wurden HepG2-Zellen in verschiedenen Inkubationsmodi mit
HDAC-I und TRAIL kultiviert (Abb. 14 A): Die Zellen wurden mit 1 yM TSA, 1 mM
oder 2 mM VPA, sowie mit 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357 24 h oder 48 h, mit oder
ohne Zugabe von 100 ng/ml TRAIL inkubiert und bezlglich ihrer Apoptoserate
quantifiziert. Die TRAIL-Inkubation erfolgte in den 24 h Proben parallel zu einer
HDAC-I-Inkubation, in den 48 h Proben nur wahrend den letzten 24 h
Inkubationszeit. Die FACS-Analyse zeigte erwartungsgemall eine aullerst
schwache Apoptoserate in Zellen, welche nur mit 100 ng/ml TRAIL kultiviert
worden waren (TRAIL Resistenz) und eine moderate, konzentrationsabhangige
Zelltodrate durch VPA und ITF2357 alleine.

Wie in Abb. 14 A illustriert, konnte jedoch in HepG2-Zellen, bei denen eine 24-
stindige VPA- oder ITF2357-Exposition vorausgegangen war, die Empfindlichkeit
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gegenuber TRAIL-vermittelter Apoptose so deutlich gesteigert werden, dass TRAIL
nach insgesamt 48-stindiger Inkubation die sub2n-DNA-Population in diesen
Kulturen auf 75-90% potenzierte, wahrend eine 24-stindige Koinkubation mit
HDAC-I und TRAIL nur deutlich niedrigere Zelltodraten erreichte. TSA fuhrte
ebenfalls zu einer erhdhten Rate apoptotischer Zellen; potenzierende Effekte durch
TRAIL konnten bei dieser bereits initial hohen Apoptoserate jedoch nicht erfasst

werden.
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Abb. 14: HDAC-I induzierte TRAIL-Sensibilisierung bei HepG2-Zellen. Durchflusszytometrische
Bestimmung der Apoptoserate in HepG2-Zellen nach 24 h oder 48 h Inkubation mit 1 uM TSA, 1
mM oder 2 mM VPA, sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357, mit oder ohne Zugabe von TRAIL (100
ng/ml) in den letzten 24 h. Quantifizierung der Apoptose durch Bestimmung der Zellfraktion mit
sub2n-DNA. Dargestellt sind Mittelwerte aus 2 unabhéngigen Versuchen und die einfache SD.

Um die TRAIL-Sensibilisierung durch HDAC-I auch far weitere HCC-Zelllinien
nachzuweisen, wurden HuH-7- und PLC/PRF/5-Zellen ebenfalls fir 48 h mit 1 yM
TSA, 1 mM oder 2 mM VPA, sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357, jeweils mit oder
ohne Zugabe von 100 ng/ml TRAIL kultiviert (Abb. 15).

Die FACS-Analyse zeigte, dass VPA und ITF2357 auch die Empfindlichkeit dieser
Hepatomzellen gegenluber dem Todesliganden erheblich steigern konnte, wobei
sich PLC/PRF/5-Zellen bis auf die Vorbehandlung mit 2 mM VPA durchweg
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schlechter gegenuber TRAIL sensibilisieren lie3en als HepG2- oder HuH-7-Zellen.
Zusammenfassend konnte TRAIL, in Abhangigkeit von der jeweils untersuchten
Zelllinie und der jeweils eingesetzten HDAC-I Konzentration, die Apoptoseraten in
VPA- und ITF2357-vorinkubierten Zellen potenzieren, ohne dass bei einem Einsatz

als Monotherapie in relevantem Malde Zelltod induziert werden konnte.
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Abb. 15: HDAC-I induzierte TRAIL-Sensibilisierung humaner Hepatomzellen.
Durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptoserate in HuH-7-Zellen (A) und PLC/PRF/5-Zellen
(B) nach 48 h Inkubation mit 1 uM TSA, 1 mM oder mM VPA, sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357,
mit oder ohne Zugabe von TRAIL 100 ng/ml in den letzten 24 h der Inkubationszeit. Quantifizierung
der Apoptose durch Bestimmung der Zellfraktion mit sub2n-DNA Gehalt.

Da fur eine maximale Apoptoserate sowohl eine ausreichend lange
Vorinkubationsperiode mit HDAC-I als auch ein optimaler TRAIL-Zugabezeitpunkt
essentiell erschien, wurden weitere Experimente durchgefihrt, um diese beiden
Parameter naher zu untersuchen. Um die Zeit der Vorinkubation zu variieren,
wurden HepG2-Zellen nach jeweils 36-, 48- und 72-stindiger Inkubation mit 1 yM
TSA, 1 mM oder 2 mM VPA, 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357 fur weitere 24 h mit 100
ng/ml TRAIL kultiviert (Abb. 16 A).
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In einem zweiten Ansatz wurden die Zellen mit den gleichen Konzentrationen der
HDAC-I Wirkstoffe fur 48 h inkubiert, wobei die Zugabe von 100 ng/ml TRAIL nach
24 h, 30 h oder 42 h erfolgte (Abb. 16 B). Anschlielend wurden die Zellen mit
Propidiumjodid gefarbt und die sub2n-DNA-Population quantifiziert. Die Ergebnisse
beider Experimente zeigten, dass optimale Zelltodraten erreicht wurden, wenn die
Zellen 48 h mit den verschiedenen HDAC-I kultiviert worden waren und die TRAIL-

Zugabe nach den ersten 24 h der HDAC-I Inkubationszeit erfolgte.
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Abb. 16: Zelltodrate nach Kombinationstherapie in Abhéngigkeit der HDAC-I Vorinkubation.
Durchflusszytometrische Bestimmung der Apoptoserate in HepG2-Zellen bei Variation der HDAC-I-
Vorinkubationszeit und konstanter Inkubation mit TRAIL 100 ng / ml wéhrend der letzten 24 h der
Inkubationszeit (A), sowie bei Variation des Zugabezeitpunktes von TRAIL 100 ng/ml und
konstanter 48 h Inkubation mit 1 uM TSA, 1 mM VPA, 2 mM VPA, 0,2 uM ITF2357 oder 0,5 uM
ITF2357 (B). Quantifizierung der Apoptose durch Bestimmung der Zellfraktion mit sub2n-DNA
Gehalt.
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3.8 Die Rolle des Histonacetylierungsstatus bei der TRAIL-Sensibilisierung

von Hepatomzellen

Um die Bedeutung einer suffizienten, die gesamte Inkubationsperiode
uberdauernden HDAC-Inhibition fur die TRAIL-Sensibilisierung von HCC-Zellen zu
klaren, wurde folgender Versuchsaufbau gewahlt: HepG2-Zellen wurden 48 h mit 1
MM TSA, 1 mM oder 2 mM VPA, 0,2 uM oder 0,5 pM ITF2357 kultiviert, jeweils mit
oder ohne Zugabe von 100 ng/ml TRAIL in den letzten 24 h (Abb. 17 A, weille
bzw. rote Balken). In einem dritten Ansatz wurden die Zellen 24 h mit oben
genannten HDAC-I Wirkstoffen inkubiert, anschlieRend erfolgte eine Entfernung
der Substanzen durch Mediumwechsel und eine weitere 24-stindige Kultur in
frischem, HDAC-I freiem Medium unter Zusatz von 100 ng/ml TRAIL (Abb. 17 A,
schwarze Balken).

Die Ergebnisse der FACS-Analyse in Abb. 17 A verdeutlichen, dass die TRAIL-
Sensibilisierung in den Zellen insuffizient gewesen ist, deren Medium in der
zweiten Halfte der Inkubationsperiode zum Zeitpunkt der TRAIL-Zugabe keine
HDAC-I mehr enthielt (schwarze Balken), so dass diese Zellen verglichen zu
denen mit konstanter, 48-stundiger HDAC-Inhibition (rote Balken) deutlich
schwachere Apoptoseraten aufwiesen. Der prozentuale Anteil apoptotischer Zellen
wurde bei VPA und ITF2357 durch die 24-stindige HDAC-I Karenz um 27% (0,5
MM ITF2357) bis 72% (2 mM VPA) gesenkt. Die Inkubation mit 1 yM TSA ergab
bereits bei alleiniger HDAC-I Inkubation eine ausgepragte Induktion von Apoptose,
so dass durch TRAIL-Zugabe keine Erhdhung der apoptotischen Zellfraktion mehr

erreicht werden konnte.

Die Notwendigkeit einer durchgehenden HDAC-Inhibition zur Uberwindung der
TRAIL-Resistenz konnte, wie in Abb. 17 B illustriert, in der Reversibilitat der
Histonhyperacetylierung mit begrindet zu sein. Wahrend bei HepG2-Zellen,
welche durchgangig 24 h oder 48 h mit 1 mM VPA oder 0,2 uM ITF2357 kultiviert

worden waren, eine verglichen zur Kontrolle deutlich starkere AcH3 Bande
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(acetyliertes Histon H3) im Western Blot sichtbar war (Abb. 17 B; Spuren 6 und 8),
zeigte sich in Kulturen nach 24 h HDAC-I Exposition und 24 h HDAC-I Karenz ein
Ruckgang der AcH3 Expression auf das Niveau unbehandelter Zellen (Abb. 17 B;
Spuren 5 und 7). Zusammenfassend zeigen diese Untersuchungen, dass aufgrund
der Reversibilitat der Histonhyperacetylierung eine dauernde HDAC-Inhibition
wahrend der gesamten Inkubationsperiode als unbedingte Voraussetzung
anzusehen ist, wenn eine maximale Apoptoseinduktion durch TRAIL in den

Hepatomzellen erzielt werden soll.
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Abb. 17: Notwendigkeit einer kontinuierlichen HDAC-I Inkubation fiir eine TRAIL-Sensibilisierung
von Hepatomzellen. (A): HepG2-Zellen wurden unter 3 unterschiedlichen Bedingungen kultiviert: 48
h HDAC-I mit oder ohne TRAIL (100 ng/ml) in den letzten 24 h sowie 24 h HDAC-I und
anschlieBend 24 h TRAIL. Quantifizierung der Apoptose durch FACS-Analyse und Bestimmung der
Zellen mit sub2n-DNA Gehalt. Dargestellt sind Mittelwerte aus 2 unabhéngigen Versuchen und die
einfache SD. (B): Western Blot auf AcH3 Expression in HepG2-Zellen nach folgenden
Behandlungen: 1 = unbehandelte Kontrolle 24 h; 2 =24 h 1 mM VPA; 3=24 h 0,2 uM ITF2357; 4 =
unbehandelte Kontrolle 48 h; 5 =24 h 1 mM VPA + 24 h Medium; 6 =48 h 1 mM VPA; 7 =24 h 0,2
UM ITF2357 + 24 h Medium; 8 = 48 h 0,2 uM ITF2357. Nachweis gleichméBliger Proteinbeladung
durch Tubulinbande auf demselben Blot.
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3.9 TRAIL-Rezeptorstatus in HepG2-Zellen nach HDAC-Inhibition

Eine HDAC-I vermittelte Hochregulation pro-apoptotischer TRAIL-Rezeptoren
konnte eine mogliche Erklarung fir die gesteigerte Sensitivitat der Hepatomzellen
gegenuber dem Todesliganden TRAIL sein. Um diese Hypothese zu prufen,
wurden die Prasentation der Rezeptoren TRAIL-R1 und -R2 auf der Zelloberflache

von Hepatomzellen sowie deren Expression auf mMRNA-Ebene untersucht.
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Abb. 18: HDAC-I Inkubation induziert keine erhéhte Prasentation pro-apoptotischer TRAIL-Rezep-
toren an der Zelloberfléche von Hepatomzellen. FACS-Analyse von TRAIL-R1 und -R2 auf HepG2-
Zellen nach Behandlung mit 1 mM oder 2 mM VPA (B und E), sowie mit 0,2 uM oder 0,5 uM
ITF2357 (C und F). Markierung der Zellen mit biotinylierten Antikérpern gegen TRAIL-R1 und -R2
und Strepavidin-PE. Lila Linie: Isotypen-Kontrolle. Tlirkise Linie: die jeweils geringere Konzentration
der HDAC-I (1 mM VPA, 0,2 uM ITF2357). Schwarze Linie: die héhere Konzentration der HDAC-I (2
mM VPA, 0,5 uM ITF2357).

HepG2-Zellen wurden 48 h mit 1 mM und 2 mM VPA, sowie 0,2 yM und 0,5 pM
ITF2357 kultiviert, anschlieRend mit Antikdrpern gegen TRAIL-R1 und -R2 markiert
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und durchflusszytometrisch untersucht. Die in Abb. 18 dargestellten Histogramme
der unbehandelten Kontrollkulturen zeigten die basale Expression von TRAIL-R1
und -R2 von HepG2-Zellen (A, D; rotes Histogramm). Die Behandlung mit 1 mM
VPA (tirkise Linie) und 2 mM VPA (schwarze Linie) (B, E) reduzierte in
konzentrationsabhangiger Weise die Expression der Rezeptoren TRAIL-R1 und -
R2, wahrend die Inkubation mit 0,2 uM (tlrkise Linie) und 0,5 pM ITF2357
(schwarze Linie) (C, F) keine Veranderung der Rezeptor-Expression zur Folge
hatte, so dass eine veranderte Rezeptorprasentation an der Zelloberflache als
Ursache fir die erhéhte Empfindlichkeit der Hepatomzellen gegentber TRAIL nicht

in Frage kommt.
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Abb. 19: Expressionsanalyse von TRAIL-R1 und -R2 in HepG2-Zellen. HepG2-Zellen wurden nach
48 h Inkubation mit 1 mM oder 2 mM VPA sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357 untersucht. Die
Menge an spezifischer TRAIL-R1 und -R2 mRNA wurde mittels reverser Transkription und TaqgMan-
PCR untersucht. Die Expression wurde auf GAPDH normiert und die rel. Verédnderung (2'ddCt) relativ
zu unbehandelten Kulturen berechnet.

Um dieses Ergebnis auch auf Transkriptionsebene zu validieren, wurde nach 48-
stundiger Kultur mit VPA und ITF2357 die Gesamt-RNA der HepG2-Zellen isoliert
und die mRNA-Expression von TRAIL-R1 und -R2 in den Zellen mittels
quantitativer RT-PCR untersucht (Abb. 19). Es zeigte sich, analog zur FACS-
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Analyse, keine signifikante Veranderung des Gehalts an TRAIL-R1- und -R2-
mMRNA-Transkripten, so dass auch auf dieser Ebene keine Hochregulation pro-

apoptotischer TRAIL Rezeptoren durch HDAC-I nachgewiesen werden konnte.

3.10 Modulation der FLIP-Expression in Hepatomzellen und PHH durch VPA
und ITF2357

Nach Untersuchung der pro-apoptotischen TRAIL-Rezeptoren wurde als nachster
Schritt auf der Suche nach Faktoren, die eine HDAC-I vermittelte Sensibilisierung
von Hepatomzellen gegenuber TRAIL begrinden konnten, die Expression des
“Flice-inhibitory protein“ FLIP analysiert. Dieser anti-apoptotische Faktor verhindert
in der Apoptose-Signalkaskade die Aktivierung von Caspase 8 und erfullt damit die

Funktion eines Inhibitors der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose.

A B
N HepG2
1.57 B 24 h 3- &= PHH
& c48h ~
3 2
N 1.0- m 3 24
Q
2 &
5 - :
G 0.5 5 14
2 *% %k E
= ' |"'| S *
0.0< 0-
& «“s m“é & 6‘$ & w&‘& S
& o w & o
€ & & K ¢ & &

Abb. 20: HDAC-I induzierte Regulation von FLIP in humanen Hepatomzellen. Expressionsanalyse
von FLIP in (A) HepG2-Zellen nach 24 h oder 48 h Inkubation mit 2 mM VPA oder 0,2 uM ITF2357
sowie (B) HepG2-Zellen und PHH nach 48 h Inkubation mit 2 mM VPA oder 0,2 uM ITF2357. Die
Menge an spezifischer FLIP-mRNA wurde mittels reverser Transkription und TaqMan -PCR
untersucht. Die Expression wurde auf GAPDH normiert und die relative Verdnderung (2 ) relativ
zu unbehandelten Kulturen dargestellt. Die statistische Auswertung der Versuche erfolgte mit dem
Dunett's PostTest (One-way ANOVA, * p <0,05, ** p >0,001).
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Um zu untersuchen, ob die FLIP-Expression in Hepatomzellen durch HDAC-I auf
transkriptioneller Ebene eine Modulation erfahrt, wurden HepG2-Zellen flr 24 h
oder 48 h mit 1 mM oder 2 mM VPA, sowie 0,2 yM oder 0,5 uM ITF2357 kultiviert
und nach Isolation der Gesamt-RNA einer quantitativen RT-PCR zur Analyse der
FLIP-mRNA-Expression zugefuhrt. Die in Abb. 20 A dargestellten Ergebnisse der
Expressionsanalyse zeigen eine signifikante, konzentrationsabhangige Reduktion
der FLIP-mRNA-Transkripte in HepG2-Zellen als Reaktion auf beide HDAC-I
Wirkstoffe. VPA-behandelte Kulturen boten bereits nach 24 h eine Abnahme der
MRNA-Expression auf 43% (p <0,001) verglichen zu unbehandelten Kontrollzellen,
wahrend ITF2357-behandelte Zellen ihre maximale Reduktion auf 29% (p <0,001)
nach 48 h erreichten. Die verringerte FLIP-Expression in HDAC-I beladenen Zellen
kdnnte somit eine substantielle Rolle fur die Wiederherstellung der Todesrezeptor-
vermittelten Apoptose von Hepatomzellen spielen.

Nachdem in den vorangegangenen Versuchen bereits gezeigt werden konnte,
dass HDAC-I selektivin HCC-Zellen, aber nicht in primaren humanen Hepatozyten
(PHH) Apoptose ausldsen, stellte sich die Frage, wie die FLIP-Regulation in dieser
Zellpopulation aussieht. Daher wurde als nachtster Schritt die FLIP-Regulation in
PHH nach HDAC-Inhibition untersucht. Nach 48-stundiger Kultur mit 2 mM VPA
oder 0,5 uM ITF2357 wurden PHH gemeinsam mit identisch behandelten HepG2-
Zellen einer FLIP-Expressionsanalyse unterzogen. Im Gegensatz zu humanen
Hepatomzellen konnte, wie in Abb. 20 B illustriert, mittels quantitativer RT-PCR in
den PHH ein signifikanter Anstieg der FLIP-mRNA-Transkripte nach VPA- und
ITF2357-Exposition erfasst werden (p <0,05), wahrend HepG2-Zellen nach HDAC-
Inhibition  erwartungsgemal® eine Reduktion ihres FLIP-mRNA-Gehalt
prasentierten.

Um zu klaren, ob ahnliche Effekte ebenfalls auf Proteinebene zu detektieren sind,
wurden nachfolgend zellulare Extrakte von HepG2-, HuH-7-Zellen und PHH nach
einer 48-stindigen Inkubation mit 1 mM oder 2 mM VPA sowie 0,2 uM oder 0,5 uM
ITF2357 durch Western Blotting untersucht. Wie in Abb. 21 A und B illustriert,

konnte aus den Lysaten beider Hepatomzelllinien eine Abnahme der FLIP-
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Expression als Reaktion auf beide eingesetzten HDAC-I Wirkstoffe nachgewiesen
werden. Die densitometrische Analyse ergab eine Reduktion des FLIP-Signals in
HepG2-Zellen von 100% in der unbehandelten Kontrollkultur bis auf 29% durch
VPA- und auf 33% durch ITF2357-Exposition; HuH-7-Zellen boten ebenfalls einen

deutlichen Rickgang des FLIP-Proteingehalts bis auf 54% durch Inkubation mit
VPA und auf 64% durch ITF2357.
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Abb. 21: Differentielle Regulation von FLIP in humanen Hepatomzellen und PHH. Western Blot
Analyse auf FLIP in HepG2- (A), HuH-7-Zellen (B) und PHH (C) nach 48 h Inkubation mit 1 mM
oder 2 mM VPA sowie 0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357. Angabe der relativen FLIP-Menge durch

densitometrische Analyse des Verhéltnisses zwischen der Vinculin-Referenzbande und der
detektierten FLIP-Bande.

Im Gegensatz zu den Hepatomzellen zeigte sich bei den PHH analog zu den
Ergebnissen der RT-PCR nach VPA- und ITF2357-Behandlung eine Zunahme des
zellularen FLIP-Proteins, am deutlichsten bis auf 152% in der Densitometrie-Aus-
wertung nach 2 mM VPA verglichen zur unbehandelten Kontrollkultur (Abb. 21 C).
Zusammengenommen zeigen diese Ergebnisse eine durch die HDAC-I

Substanzen VPA und ITF2357 in Tumorzellen und normalen Zellen bewirkte
differentielle FLIP-Expression.
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3.11 Toxizitatsanalyse der HDAC-I/TRAIL-Kombinationstherapie auf PHH

Obwohl sich die HDAC-I VPA und ITF2357 in den vorhergehenden Analysen als
ausgesprochen vertraglich fur gesunde Hepatozyten erwiesen hatten, mussten fur
die Kombinationsbehandlung von HDAC-I und TRAIL erneute Toxizitatsunter-
suchungen an PHH durchgefihrt werden, da bestimmte Praparationen von
I6slichem TRAIL bekanntermallen zu einem massiven Zellzerfall in gesundem
Lebergewebe fihren kénnen und daher jede potentielle Anwendung von TRAIL in
Bezug auf Hepatotoxizitat untersucht werden sollte.

Da die zellularen Reaktionsmuster von PHH unterschiedlicher Spender mitunter
stark variieren kdénnen, wurden humane Hepatozyten von flnf verschiedenen
Individuen in vier voneinander unabhangigen Versuchen mit den relevanten
Konzentrationen 1 mM oder 2 mM VPA, sowie 0,2 uM oder 0,5 pM ITF2357 flir 48
h inkubiert, mit oder ohne Zugabe von 100 ng/ml TRAIL in den letzten 24 h.

Als Screening-Methode auf Hepatotoxizitat durch die angewendeten Substanzen,
erfolgte die Quantifizierung der ALT- und LDH-Freisetzung in das Kulturmedium
(Abb. 22 A und B). Analog behandelte HepG2-Zellen wurden ebenfalls in das
Experiment mit eingeschlossen und zum Vergleich bezuglich ihrer ALT- und LDH-
Freisetzung analysiert (Abb. 22C und D).

Wahrend HepG2-Hepatomzellen z.B. nach Exposition gegenuber 2 mM VPA + 100
ng/ml TRAIL mit einer deutlichen Apoptoseinduktion reagierten, welche mit einer
Erhéhung der LDH-Freisetzung ins Medium bis zum 10-fachen und einer Erhdhung
der ALT-Freisetzung bis zum 7-fachen verglichen zur unbehandelten Kontrollkultur
einherging (Abb. 22 C), zeigten nicht-transformierte Hepatozyten (PHH) bei allen
Kombinationsbehandlungen von HDAC-I und TRAIL keine messbaren LDH- und
ALT-Aktivitatserhhungen (Abb. 22A und B).

Zusammenfassend zeigen sowohl HDAC-I Wirkstoffe allein als auch in
Kombination mit TRAIL ein viel versprechendes Toxizitatsprofil, das zukunftige
therapeutische Anwendungen von VPA bzw. ITF2357 alleine oder in Kombination

mit TRAIL in vivo erméglichen sollte.
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Abb. 22: Primédre humane Hepatozyten (PHH) tolerieren eine HDAC-I/TRAIL-Kombinationsbehand-
lung in hervorragender Weise. Bestimmung der LDH- (A) und ALT-Aktivitat (B) im Uberstand von
PHH fiinf verschiedener Spender nach 48 h Inkubation der Zellen mit 1 mM oder 2 mM VPA, sowie
0,2 uM oder 0,5 uM ITF2357. Die Zugabe von TRAIL erfolgte in der Konzentration von 100 ng/ml
(schwarze Balken). Dargestellt sind Mittelwerte aus 4 unabhéngigen Versuchen und die einfache
SD. Statistische Auswertung der Versuche mit dem Dunett's PostTest (One-way ANOVA).
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4 Diskussion

Die Resistenz maligner Hepatomzellen gegenlber konventionellen zytotoxischen
Agenzien stellt ein schon lange bekanntes Problem in der Therapie des
fortgeschrittenen Hepatozellularen Karzinoms (HCC) dar. Als unmittelbare Folge
hieraus ergibt sich, dass es bisher kein etabliertes Chemotherapieregime zur
Behandlung des HCC mit einem zufriedenstellenden Verhaltnis von Wirksamkeit
und Nebenwirkungsprofil gibt. Da somit in nicht resektablen Krankheitsstadien des
HCC momentan keine Standardtherapie zur Verfugung steht, erscheint es um so
wichtiger, gezielt nach alternativen Therapieoptionen mit potenten neuartigen
Substanzen fur einen moglichen Einsatz in der zuklnftigen HCC-Behandlung zu

suchen.

Aktuelle Untersuchungen in unterschiedlichen Tumormodellen gaben Hinweise
darauf, dass Histondeacetylase-Inhibitoren (HDAC-I) durch einen neuartigen Wirk-
mechanismus einen viel versprechenden, neuen Ansatz in der Kklinischen
Onkologie darstellen konnten. Mit Hilfe dieser Substanzen kann eine Modulation
des sog. epigenetischen Codes durch eine Hyperacetylierung von DNA-
assoziierten Histonproteinen und damit eine therapeutisch intendierte Anderung
von Genexpressionsmustern erreicht werden. Eine daraus resultierende
genetische ,Reprogrammierung“ maligner Zellen kdénnte durch die Modulation von
Genen, die im Rahmen der malignen Transformation reprimiert worden sind, zu
einer Reaktivierung fuhren, so dass Wachstumsinhibition, Zellzyklusarretierung
und Apoptoseinduktion in Tumorzellen die Folge sind. Aus diesen Grinden wurden
in der vorliegenden Arbeit die neuartigen HDAC-I Wirkstoffe VPA und ITF2357
bezlglich ihrer molekularen Mechanismen, ihrer Wirksamkeitsprofile und
moglichen kombinatorischen Behandlung mit anderen Wirkprinzipien auf

Hepatomzelllinien detailliert charakterisiert.
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41 Hemmung der Histondeacetylase-Aktivitait als wirksames thera-

peutisches Prinzip in humanen Hepatomzelllinien

Erste Hinweise, dass eine epigenetische Modifikation des Chromatins durch
Inhibition der Histondeacetylase-Aktivitat ein viel versprechender, experimenteller
Therapieansatz in der Behandlung des HCC darstellen kénnte, wurden durch
einige Arbeiten der jingeren Vergangenheit evident. Es konnte gezeigt werden,
dass der bekannte HDAC-I TSA in den humanen Hepatomzelllinien HepG2, HuH-7
und Hep3B eine Wachstumsinhibition sowie apoptotischen Zelluntergang auslésen
kann (Herold et al., 2002; Yamashita et al., 2003). Ahnliche Ergebnisse wurden
auch fur den HDAC-I 4-Phenylbutyrat sowohl in vitro in den HCC-Zelllinien Hep3B
und HepT1 als auch in vivo in einem Nacktmausmodell berichtet (Svechnikova et
al., 2003).

In der vorliegenden Arbeit konnte nachgewiesen werden, dass die HDAC-I
Wirkstoffe VPA und ITF2357 eine deutliche antiproliferative Aktivitat zeigen und

dass sie potente Induktoren von Apoptose in humanen Hepatomzellen sind.

Hinsichtlich der molekulare Mechanismen, auf deren Basis Hepatomzellen
spezifisch auf VPA oder ITF2357 reagieren, konnten nachfolgende Beobachtungen

gemacht werden:

i. Eine Akkumulation hyperacetylierter Histonproteine, welche zuvor fur VPA (Phiel
et al.,, 2001; Gdottlicher et al., 2001) und ITF2357 (Mascagni et al.,
unveroffentlichte Daten) in verschiedenen Zelllinien, jedoch nicht in
Hepatomzelllinien gezeigt worden war, konnte in HepG2-Zellen nachgewiesen
werden.

i. Die HCC-Zellinien HepG2, HuH-7 wund PLC/PRF/5 zeigten eine
konzentrationsabhangige Proliferationsinhibition sowie ein komplettes Absterben
der Zellen nach 5-tagiger Inkubation mit VPA oder ITF2357 (SRB-Assay).
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iii. Apoptosephanomene konnten durchflusszytometrisch durch Bestimmung der
Zellfraktion mit sub2n-DNA Gehalt sowie durch einen ELISA auf Aktivierung von

Effektorcaspasen quantifiziert werden.

Angesichts dieser vielversprechenden in vitro-Daten von VPA und ITF2357 in
Hinblick auf Proliferationsinhibition und Zytotoxizitat in Tumorzellen, die weit Uber
die Wirkung konventioneller Chemotherapeutika hinausgehen, legitimieren diese
Ergebnisse eine weitergehende Uberpriifung beider Substanzen beziiglich ihrer in

vivo-Effektivitat in Tiermodellen.

4.2 Expressionsmodulation von Proteinen der Zellzyklus-Regulation und

der Apoptose-Signaltransduktion

Zur Beantwortung der Frage nach den molekularen Mechanismen, welche eine
Selektivitat der HDAC-I vermittelten Proliferationsinhibition und Induktion von
Apoptose in Hepatomzellen begrinden, werden zur Zeit immer mehr Informationen
bezuglich der durch HDAC-I modulierten zellularen Expressionsmodulation
zusammengetragen, welche schliel3lich zu einer mechanistischen Erklarung der

beobachten Phanomene beitragen konnen.

Von den meisten der bekannten HDAC-I Wirkstoffen (wie TSA, SAHA oder den
Butyraten) wurde bisher berichtet, dass sie die Transkription des Cyclin-
abhangigen Kinaseinhibitors p21cip/waf (auch bekannt unter den Namen WAF1
oder CIP1), welcher durch den CDKN1A-Locus codiert wird, hochregulieren (Marks
et al., 2000; Johnstone et al.,, 2002 und 2003). Es ist weiter bekannt, dass
p21cip/waf in seiner Funktion als naturlicher Inhibitor von Cyclin E-CDK2 und
Cyclin A-CDK2 eine wichtige Rolle im Zellzyklusarrest von Tumorzellen spielt (Mac
Lachlan et al., 1995); auch die HDAC-I vermittelte Induktion von CDKN1A wird als

essentielle Bedingung des G1-Blocks nach HDAC-Inhibition angesehen (Sandor et
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al., 2000; Rosato et al., 2001). Im Gegensatz hierzu zeigen Studien mit p21-
defizienten Zellen (p21 -/-) allerdings zum Teil divergierende Ergebnisse: wahrend
eine Arbeit mit einer humanen kolorektalen Karzinom-Zelllinie erwartungsgemaf
eine um ein Vielfaches erhdohte Resistenz gegenuber dem TSA-induzierten G1-
Block im Vergleich zu nicht-malignen p21+/+-Zellen feststellte (Kim et al., 2000),
kommt eine andere Arbeit mit primaren Fibroblastenkulturen transgener p21-
Knockout-Mause bezuglich des Butyrat-vermittelten G1-Blocks zu einem Ergebnis,
welches eine p21-Unabhangigkeit und damit die Existenz zusatzlicher

Mechanismen nahe legt (Vaziri et al., 1998).

In der vorliegenden Arbeit konnte eine konzentrationsabhangige Hochregulation
von p21cip/waf nach Exposition gegenuber den HDAC-I Wirkstoffen VPA oder
ITF2357 in HCC-Zellen beobachtet werden. Diese Daten lassen sich mit bereits
beschriebenen Ergebnissen bezlglich HCC-Zellen vereinbaren, welche entweder
nach Inkubation von Hepatomzellen mit 4-Phenylbutyrat (Svechnikova et al., 2003)
oder TSA (Herold et al., 2002; Yamashita et al., 2003) gewonnen worden waren.
Somit konnte nachgewiesen werden, dass VPA und ITF2357 die transkriptionelle
Hochregulation von p21cip/waf, eines SchlUsselproteins der Zellzykluskontrolle, in
vergleichbarer Art und Weise induzieren wie andere bereits auf der in vitro Ebene
etablierte HDAC-I Wirkstoffe (z. B. TSA oder Butyrat).

In diesem Kontext muss jedoch beachtet werden, dass p21cip/waf lediglich ein
einziges moduliertes Genprodukt darstellt, wahrend einige andere Studien
herausarbeiten konnten, dass zwischen 2% und 25% (Van Lint et al., 1996; Glaser
et al., 2003; Peart et al., 2005) aller zellularen Gene von HDAC-I relevant reguliert
werden. Daher resultiert die Behandlung von Tumorzellen mit HDAC-I in einer
komplexen, transkriptionellen Reprogrammierung von Tumorzellen, welche den
zellularen Phanotyp grundlegend verandern kann wie erneut auch in dieser Arbeit

mit HCC-Zelllinien beobachtet werden konnte.
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Bei der weiteren Untersuchung der HCC-Zellen fiel insbesondere auf, dass VPA
und ITF2357 einen bedeutenden Einfluss auf die Expression und das zellulare
Gleichgewicht von anti-apoptotischen und pro-apoptotischen Mitgliedern der Bcl-2
Proteinfamilie auslben: das anti-apoptotische Protein Bcl-X,, welches in HCC-
Zellen bekanntermalen deutlich erhoht vorhanden ist und dort eine wichtige
Determinante der erheblichen Apoptoseresistenz von Hepatomzellen in vivo
darstellt (Takehara et al., 2001), wurde konzentrationsabhangig durch VPA- und
ITF2357-Behandlung herunterreguliert, mit dem ausgepragtesten Effekt nach
Inkubation mit 0,5 uM ITF2357. Ahnliche Ergebnisse konnten fiir Hepatomzellen in
vitro in einer anderen Arbeit erst nach einer Kombination aus Serum-Entzug und
TSA-Behandlung (Herold et al., 2002) erzielt werden. Interessanterweise wurde in
einer kurzlich veroffentlichten Arbeit eine Hochregulation von Bcl-X_ in primaren
Rattenhepatozyten beschrieben, welche mit TSA behandelt worden waren
(Papeleu et al., 2003), so dass eine differentielle Regulation von Bcl-X. in malignen
Hepatomzellen im Vergleich zu gesunden Hepatozyten einer der
Hauptmechanismen fur die beobachtete Hepatom-spezifische Apoptoseinduktion
durch VPA und ITF2357 sein konnte.

Weiterhin wurde als Reaktion auf die Behandlung mit VPA und ITF2357 eine
erhohte Expression der pro-apoptotischen Bcl-2-Proteine Bid und Bax in den
untersuchten HCC-Zellen festgestellt. Im Fall von Bid konnte nicht nur ein
mengenmalliger Zuwachs des aktiven Spaltproduktes tBid festgestellt werden,
sondern auch ein zunehmender Proteingehalt an ungespaltenem Bid, so dass
durch VPA- und ITF2357-Exposition nicht nur eine verstarkte intrazellulare
Metabolisierung, sondern tatsachlich auch eine erhdhte Expression von Bid zu
detektieren war. Fur den HDAC-I Wirkstoff SAHA wurde die Induktion der Bid-
Spaltung und -Aktivierung bereits als wesentlicher Wirkmechanismus
charakterisiert, Uber welchen die  Substanz  durch  mitochondriale
Membranschadigung und konsekutive Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale in

der Lage ist, unabhangig von einer Caspasenaktivierung den Zelltod einzuleiten
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(Ruefli et al., 2001). Die vorliegenden Ergebnisse zeigen zwar einerseits, dass Bid
auch bei der Reaktion von Hepatomzellen auf VPA und ITF2357 eine prominente
Rolle spielen durfte, jedoch geht die durch diese Substanzen induzierte Apoptose,
wie fir andere HDAC-I (Amin et al., 2001), aber auch fur SAHA (Henderson et al.,
2003) vorbeschrieben, mit einer deutlichen Aktivierung von Caspasen als

klassisches Zeichen fur apoptotischen Zelltod einher.

Die hier aufgezeigten intrazellularen Veranderungen induzieren eine deutliche
Verschiebung des Verhaltnisses zwischen anti-apoptotischen und pro-
apoptotischen Molekilen in der Zelle zugunsten der pro-apoptotischen Faktoren.
Somit erscheint es sehr wahrscheinlich, wie in der schematischen Darstellung in
Abb. 23 illustriert, dass dieses Ungleichgewicht mit der entscheidende Faktor fur
die VPA- und ITF2357-Wirkung auf Hepatomzellen sein durfte.

Diese Hypothese wurde durch die Ergebnisse der sub2n-DNA-Quantifizierung in
HepG2-Zellen, welche vor Inkubation mit VPA und ITF2357 mit einem Bcl-X;-
tragenden Plasmid transfiziert worden waren, bestatigt. Durch die partielle
Revision des Ubergewichtes von pro-apoptotischen Faktoren, wie sie durch die
HDAC-Inhibition in HCC-Zellen zustande gekommen war, konnte in diesem Ansatz
die Apoptoserate durch eine Bcl-X. Uberexpression empfindlich gesenkt werden.
Dieses Experiment unterstreicht die Bedeutung von Bcl-X. und damit auch die
Wichtigkeit der intrinsischen Apoptosesignalkaskade fur den VPA- und ITF2357-
vermittelten Zelltod, womit sich auch die in der Literatur beschriebenen Daten
bezlglich anderer HDAC-I sehr gut vereinbaren lassen (Vrana et al., 1999;
Bernhard et al., 1999).

Andere inhibitorische Faktoren des programmierten Zelltodes wie Bcl-2 selbst oder
Mitglieder der Proteinfamilie ,Inhibitor of apoptosis proteins (IAP) kénnten durch
HDAC-I in einer ahnlichen Weise reguliert werden und dadurch ebenfalls

zumindest teilweise zum beobachteten Phanotyp der HCC-Zellen beitragen, so
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dass derzeit weitere Untersuchungen durchgefuhrt werden, um die Rolle dieser
Apoptose-modulierenden Proteine in der Signaltransduktion des VPA- und

ITF2357-vermittelten Zelltodes noch detaillierter aufzuklaren.
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Abb. 23: Schematische Zusammenfassung der VPA- und ITF2357-induzierten Reaktionen in HCC-
Zellen. HDAC-I fiihren in Hepatomzellen zur Inhibition der Zellproliferation (linke Seite) und zur
Induktion von Apoptose (rechte Seite). Beide Substanzen, VPA und ITF2357, induzierten eine
“Reprogrammierung” der untersuchten Hepatomzellen, indem sie die transkriptionelle Regulation
definierter Gene modulieren. Die daraus folgende intrazelluldre Verschiebung des Gleichgewichts
zwischen pro-apoptotischen (z.B. Bax and tBid) und anti-apoptotischen (z.B. Bcl-X;) Proteinen in
Richtung Apoptose diirfte eine entscheidende Bedeutung fiir die erhbhte Empfindlichkeit humaner
Hepatomzellen gegeniiber HDAC-I vermittelter Apoptose haben. Abb. entnommen aus Armeanu et
al., 2005.
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4.3 Uberwindung von Resistenzphinomenen durch Hemmung der Histon-

deacetylase-Aktivitat in humanen Hepatomzellen

Der Todesrezeptor-Ligand TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL) ist ein
Zytokin der Tumor-Nekrose-Faktor Familie, das in der Lage ist, in einer Vielzahl
von Tumorzellarten selektiv Apoptose zu induzieren. Im Gegensatz zu anderen
Mitgliedern der Tumor-Nekrose-Faktor Familie, wie TNFa oder Fas-Ligand, deren
Zytotoxizitat fur nicht-maligne Zellen einen therapeutischen Einsatz stark limitiert
(Havell et al., 1988; Ogasawara et al., 1993), wird TRAIL im allgemeinen von
gesunden Parenchymzellen gut toleriert (Ashkenazi et al., 1999; Kelley et al.,
2004), so dass TRAIL seit seiner Erstbeschreibung 1997 als eine Vviel
versprechende und innovative Option in der Therapie hamatologischer und solider

Tumoren betrachtet wird.

Leider erwiesen sich das Hepatozellulare Karzinom (Yamanaka et al., 2000; Kim et
al., 2002; Chen et al., 2003) wie auch einige andere Tumorentitaten (Gliniak et al.,
1999; Lacour et al.,, 2001) als in hohem Male resistent gegenuber Ioslichem
TRAIL, wodurch einer therapeutischen Anwendung in diesem Kontext bisher keine
Bedeutung zukam. Um kinftig TRAIL trotzdem fur eine HCC-Therpie nutzbar zu
machen, ist es notwendig, die primare Resistenz von Hepatomzellen gegenuber
einer TRAIL-vermittelten Apoptose zu Uberwinden, so dass eine intensive Suche

nach entsprechenden Substanzen derzeit durchgefihrt wird.

Die Sensibilisierung TRAIL-resistenter Zellen durch Chemotherapeutika ist ein
schon langer bekanntes Phanomen und wurde als solches bereits in einigen
Arbeiten beschrieben. Insbesondere flr TRAIL-resistente Kolonkarzinom-Zelllinien
ist eine Sensibilisierungen gegenuber TRAIL durch Zusatz verschiedenster chemo-
therapeutischer Substanzen wie Cisplatin, Doxorubicin (Lacour et al., 2001) oder

Camptothecin (Gliniak et al., 1999) beschrieben worden. Vergleichbare Daten gibt
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es auch fur Etoposid in Glioblastomzellen (Nagane et al., 2000) sowie weiteren

epithelialen Tumorzelllinien (Gibson et al., 2000).

In HCC-Zellen wurde ebenfalls eine signifikant erhdhte Apoptoserate durch TRAIL
in Anwesenheit der Chemotherapeutika Doxorubicin, Camptothecin, Actinomycin D
und Cisplatin beobachtet (Yamanaka et al., 2000; Shin et al., 2002). In den
meisten dieser Untersuchungen, insbesondere in den HCC-Studien wurde jedoch
eine mdgliche parallel induzierte Sensibilisierung nicht-maligner Zellen, die eine
gravierende Limitation der Anwendbarkeit bedeuten wirde, nicht im Detail

untersucht.

In dieser Arbeit wurden deshalb die Mdglichkeiten zur Sensibilisierung von TRAIL-
resistenten HCC-Zellen gegenuber der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose durch
HDAC-Inhibition in umfassender Weise untersucht. Uberraschend konnte mit den
Substanzen VPA und ITF2357 zum ersten Mal demonstriert werden, dass HDAC-I
in der Lage sind, durch Veranderungen in der transkriptionellen Regulation die

Empfindlichkeit von HCC-Zelllinien gegenuber TRAIL deutlich zu erhéhen.

Zunachst verdeutlichte die durchflusszytometrische Untersuchung von HepG2-
Zellen nach Inkubation mit TRAIL die bereits bekannte Resistenz der HCC-Zellen
gegenluber dem Todesliganden. Dagegen zeigten die Hepatomzellen nach einer
Kombinationsbehandlung mit VPA bzw. ITF2357 und TRAIL eine deutliche
Induktion des apoptotischen Zelltodes. AnschlieRende Experimente konnten
eruieren, dass sich die Zelltodraten deutlich erhéhen lieBen, wenn die Zellen eine
24-stindige Vorinkubation mit HDAC-I vor der TRAIL-Zugabe erfuhren und eine
Koinkubation mit beiden Substanzen (HDAC-I + TRAIL) fir weitere 24 h fortgeflhrt
wurde. Auch fur weitere HCC-Zelllininen wie HuH-7 und PLC/PRF/5 konnten die
HDAC-I Wirkstoffe VPA und ITF2357 die Empfindlichkeit von Hepatomzellen
gegenuber TRAIL deutlich erhéhen.
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Weiterhin  wurde  deutlich, dass aufgrund der Reversibilitat der
Histonhyperacetylierung eine persistierende HDAC-Inhibition wahrend der
gesamten Inkubationsperiode notwendig war, um die TRAIL-Resistenz von HCC-
Zellen zu uUberwinden und dass andernfalls, bei zu kurzer VPA- bzw. ITF2357-

Prasenz, lediglich deutlich schwachere Apoptoseraten erreicht werden konnten.

In der Literatur wurden bisher vergleichbare ,priming“-Effekte gegeniber TRAIL
durch HDAC-I fur die Substanzen LAQ824 (Gou et al., 2004) sowie TSA und
Depsipeptide (Inoue et al., 2004) in unterschiedlichen TRAIL-resistenten,
leukdmischen Zelllinien beschrieben. Im Bereich der soliden Tumoren konnten
ahnliche Ergebnisse fur Kolonkarzinom-Zelllinien (Hernandez et al., 2001; Inoue et

al., 2002) erzielt werden.

Die in dieser Arbeit mit den neuen HDAC-I Wirkstoffen VPA und ITF2357
erhobenen Daten konnten zum ersten Mal die Mdoglichkeit einer TRAIL-Sensiti-
vierung von Hepatomzellen durch HDAC-I aufzeigen, so dass sich auf dieser neu
gefundenen Basis erstmals auch fur das HCC neuartige Therapieoptionen

eroffnen.

4.4 Molekulare Mechanismen einer HDAC-l vermittelten TRAIL-

Sensibilisierung von Hepatomzellen

Die molekularen Mechanismen einer TRAIL-Resistenz von Tumorzellen sind
bisher nur unvollstdndig verstanden. Nachdem zunachst angenommen wurde,
dass die relative Verteilung von pro-apoptotischen TRAIL-Rezeptoren versus nicht
aktiven Decoy-Rezeptoren der entscheidende Faktor in der Determinierung der
TRAIL-Sensitivitat darstellen kénnte (Pan et al., 1997), gibt es inzwischen immer
mehr Hinweise dafur, dass in erster Linie dysregulierte intrazellulare Apoptose-

Signaltransduktionswege fur die TRAIL-Resistenz von Tumorzellen verantwortlich
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sind (Yagita et al., 2004); dies scheint insbesondere auch fir TRAIL-resistente

Hepatomzellen zu gelten.

Studien, welche eine differentielle Expression der pro-apoptotischen Rezeptoren
TRAIL-R1 und -R2 in TRAIL-resistenten HCC-Zelllinien analysierten, fanden
verglichen zu Normalgewebe eine ausreichend hohe Expression dieser
Rezeptoren (Yamanaka et al., 2000), so dass eine verminderte Rezeptordichte an
der Zelloberflache als Grund fur die TRAIL-Unempfindlichkeit von Hepatomzellen

als unwahrscheinlich angesehen werden kann.

Mehrere Arbeiten zu unterschiedlichen Tumorentitdten beschreiben hinsichtlich der
Chemotherapeutika-induzierten TRAIL-Sensibilisierung eine Korrelation zwischen
TRAIL-vermittelter Apoptose und dem Expressionsniveau von TRAIL-R1 und -R2
(Lacour et al., 2001; Gibson et al., 2000). Allerdings gibt es Daten fur HCC-Zellen,
die veranschaulichen, dass eine gesteigerte mMRNA-Expression von TRAIL-R1
nach Cisplatinbehandlung mit nachfolgender TRAIL-Sensibilisierung zwar in
manchen Zelllinien beobachtet werden kann, dies allein aber keine hinreichende
Erklarung fur die synergistischen Effekte ist, da es auch HCC-Zelllinien gibt,
welche die gleiche TRAIL-Sensibilisierung erfuhren, ohne jedoch eine

entsprechende Hochregulation von TRAIL-R1 zu bieten (Shin et al., 2002).

Kirzlich wurde fur Leukamiezelllinien eine Korrelation zwischen einer
Hochregulation pro-apoptotischer TRAIL-Rezeptoren und einer HDAC-I
vermittelten TRAIL-Sensibilisierung beschriecben (Gou et al., 2004). Diese
Ergebnisse lassen sich mit den Daten der vorliegenden Studie mit Hepatomzellen
nicht vereinbaren, welche in HepG2-Zellen als Reaktion auf VPA- oder ITF2357-
Exposition mittels RT-PCR keinerlei veranderte TRAIL-R1- und -R2-Expression auf
MmRNA-Ebene feststellen konnte. Auch durchflusszytometrisch war nach ITF2357-
Inkubation keine Veranderung und nach VPA-Behandlung sogar eine

konzentrationsabhangige Reduktion der Rezeptorexpression auf der Zelloberflache
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nachweisbar. Zusammenfassend implizieren diese Ergebnisse, auch in
Ubereinstimmung mit bestehenden Daten aus Arbeiten mit HCC-Zellen
(Yamanaka et al., 2000; Shin et al., 2002), dass als Erklarung fur die gesteigerte
Empfindlichkeit von Hepatomzellen gegeniber TRAIL andere Mechanismen als die

Rezeptorexpression eine wichtige Rolle spielen durften.

Ein weiterer wichtiger Fokus bei der Suche nach TRAIL-Resistenzmechanismen
von Tumorzellen lag bereits seit langerer Zeit auf dem Flice-like inhibitory protein
(FLIP) (Kim et al., 2000), welches als intrazellularer Inhibitor der Caspase 8-Akti-
vierung und damit auch als potentieller Kandidat fur die Blockierung der
Todesrezeptor-vermittelten Signalkaskade identifiziert werden konnte. Unter-
suchungen der zellularen FLIP-Expression ergaben eine konstitutive Expression in
HCC-Zelllinien, wohingegen in normalem Lebergewebe eine deutlich geringere
(Okano et al., 2003) bis undetektierbare Proteinmenge (Kim et al., 2002) von FLIP
vorhanden war. Neuere Arbeiten berichteten weiterhin davon, dass eine
Herunterregulierung von FLIP durch Antisense-Oligonukleotide HCC-Zellen fur
eine TRAIL-vermittelte Apoptose empfanglich machen konnen (Okano et al.,
2003). Hinsichtlich einer HDAC-I induzierten TRAIL-Sensibilisierung gibt es
ebenfalls Daten, die zeigen, dass Substanzen, welche in der Lage sind, eine
Reduktion des intrazellularen FLIP-Gehaltes hervorzurufen, die Todesrezeptor-
vermittelte Apoptose in TRAIL-resistenten humanen Kolonkarzinomzellen
(Hernandez et al., 2001) und Leukamiezelllinien (Guo et al., 2004) erleichtern

konnen.

In dieser Arbeit konnte fur humane Hepatomzellen nachgewiesen werden, dass
eine Behandlung der Zellen mit den HDAC-I Wirkstoffen VPA und ITF2357 zu
einer deutlichen Reduktion von FLIP-mRNA-Transkripten sowie intrazellularem
FLIP-Proteingehalt fihrt, was in der Folge eine Sensiblisierung der Hepatomzellen
gegenuber der TRAIL-induzierten Apoptose bewirkt. Im Kontext der bereits

bekannten Daten bezlglich der zentralen Rolle von FLIP innerhalb der
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extrinsischen Apoptosekaskade unterstitzen diese Ergebnisse die Hypothese,
dass die Rekonstitution der gestorten Signaltransduktion zwischen Todesrezeptor
und Caspase 8-Aktivierung in Hepatomzellen ein SchlUsselereignis darstellt,
welches entscheidend zur Uberwindung der TRAIL-Resistenz  durch

Histondeacetylase-Inhibition beitragt.

Im Gegensatz zu unseren Untersuchungen berichteten zwei aktuelle Arbeiten mit
TRAIL-sensitiven Leukamiezelllinien (Nebbioso et al., 2005; Insinga et al., 2005)
von einer HDAC-I vermittelten Hochregulation von TRAIL selbst, welche Uber eine
autokrine Sekretion eine effiziente Apoptoseinduktion in diesen Tumorzellen
hervorrufen kann. Weiterhin wurde vermutet, dass die Induktion von TRAIL eine
entscheidende Funktion in der tumorspezifischen, apoptotischen Aktivitat von
HDAC-I erfullen konnte, da normale Zellen in der Regel nicht empfindlich
gegenuber TRAIL sind. Diese Annahme konnte schlussig, wie in beiden Arbeiten
demonstriert wurde, flir per se TRAIL-sensitive Tumorzellen nachgewiesen
werden. Im Gegensatz hierzu kann jedoch fur Tumorentitdten, wie z.B. das
Hepatozellulare Karzinom, welches sich durch eine TRAIL-Resistenz auszeichnet,
dieser Mechanismus nicht als Erklarung fur die Resensibilisierung der Tumorzellen

dienen.

So ist es naheliegend, eine unterschiedliche Modulation der TRAIL-Aktivitat in
TRAIL-sensiblen und -resistenten Zellen durch HDAC-I zu postulieren, wie in der
schematischen Darstellung in Abb. 24 zusammenfassend illustriert wird. Wahrend
HDAC-I Wirkstoffe in TRAIL-sensiblen Tumorzellen den programmierten Zelltod
Uber eine Signalkaskade initieren kdnnen, welche durch die autokrine Sekretion
des Todesliganden TRAIL getriggert wird, ist in TRAIL-resistenten Zellen, wie den
Hepatomzellen, dieser Signaltransduktionsweg blockiert. Durch die konstitutive
Expression von anti-apoptotischen Genen wie z. B. FLIP, welche substantiell zur

TRAIL-Resistenz beitragen koénnen, wird die Tumorzelle gegenlber der
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Todesrezeptor-vermittelten Apoptose resistent, so dass auch eine exogene

Zugabe von TRAIL keine Apoptoseinduktion in diesen Zellen zur Folge hat.
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Abb. 24: Schematische Darstellung der HDAC-I vermittelten Modifikation der TRAIL-Aktivitat in
TRAIL-sensitiven und -resistenten Tumorzellen. (A) HDAC-I induzieren in TRAIL-sensitiven Zellen
Apoptose liber einen Signalweg, der durch autokrine TRAIL-Sekretion getriggert wird. (B) TRAIL-
resistente Zellen, wie z.B. Hepatomzellen, sind durch die Expression von Resistenzfaktoren, wie
z.B. FLIP, vor TRAIL-induzierter Apoptose geschiitzt. (C) HDAC-I resensibilisieren diese
Tumorzellen gegeniiber TRAIL durch eine Herunterregulation der Expression von
Resistenzfaktoren wie z.B. FLIP. Abb. entnommen aus Pathil et al., 2006.
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HDAC-I Wirkstoffe sind in der Lage, durch epigenetische Modifikationen die
Expression beispielsweise von FLIP, einem bedeutsamen TRAIL-Resistenzfaktor,
deutlich zu reduzieren, so dass die Rekonstitution dysregulierter Signaltrans-
duktionswege in TRAIL-resistenten Zellen eine Resensibilisierung gegentber der

extrinsischen Apoptose uberhaupt erst ermdoglicht.

Zusatzlich zu dem aufgezeigten substantiellen Einfluss eines einzelnen
Genproduktes, wie des Caspase-8-Inhibitors FLIP, spielt sicher auch die oben
bereits erwahnte komplexe Umprogrammierung der Genexpression durch die
HDAC-I Wirkstoffe VPA und ITF2357 eine wichtige Rolle. Die Empfindlichkeit einer
Zelle fur Todessignale wird durch eine Veranderung der Balance zwischen
intrazellularen pro-apoptotischen und anti-apoptotischen Faktoren zusatzlich
wesentlich mit beeinflusst. So konnte z. B. die Notwendigkeit von Bax, eines
Proteins der Bcl-2-Familie, fur eine effiziente Todesrezeptor-vermittelte Apoptose
durch TRAIL in mehreren aktuellen Arbeiten mit Kolonkarzinomzellen demonstriert
werden (Deng et al., 2002; LeBlanc et al., 2002). Die Wichtigkeit des Proteins fur
die TRAIL-Signaltransduktion wurde auf3erdem durch eine Studie mit Bax/Bak-
Doppel-Knockout-Zellen unterstrichen, welche aufgrund der Defizienz dieser pro-
apoptotischen Faktoren einen auferst Zelltod-resistenten Phanotyp auspragen
(Wie et al., 2001).

Zusammenfassend betrachtet modifiziert die HDAC-I induzierte
Expressionmodulation von Proteinen der Bcl-2 Familie Schllsselpositionen im
Apoptoseprogramm der Zelle, so dass nach VPA- und ITF2357-Exposition eine
insgesamt erhohte Bereitschaft der Tumorzelle zur Apoptose-Signaltransduktion
vorliegt. Diese Erniedrigung der Reizschwelle bildet die Grundlage dafur, dass der
Todesligand TRAIL nach dem zusatzlichen Schlisselereignis der HDAC-I
vermittelten FLIP-Reduktion eine massive Apoptose in TRAIL-resistenten

Hepatomzellen auslésen kann.
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4.5 Klinische Anwendungsperspektive durch fehlende Toxizitat von

HDAC-I und TRAIL fur primare humane Hepatozyten

Epigenetische Modifikationen von Histonproteinen durch HDAC-I Wirkstoffe
konnen prinzipiell sowohl in malignen als auch in normalen Zellen stattfinden.
Dennoch besitzen diese Substanzen, was die Induktion des programmierten
Zelltodes angeht, eine bemerkenswerte Selektivitat fur maligne Zellen, so dass
HDAC-I keine toxischen Nebenwirkungen in normalem Gewebe in vitro und in vivo
aufzuweisen scheinen (Richon et al., 1998; Butler et al., 2000). Dies wirft die Frage
auf, warum diese Substanzen bezlglich ihrer zytotoxischen und apoptotischen
Effekte eine Praferenz flr transformierte Zellen zeigen, wahrend gesunde

Parenchymzellen nicht in ihrer Viabilitat beeintrachtigt werden.

Eine aktuelle Studie konnte nachweisen, dass die Inkubation von primaren
Rattenhepatozyten mit TSA in diesen Zellen zwar ahnlich wie in Tumorzellen eine
Proliferationsinhibition bewirkt, jedoch im Gegensatz zu Hepatomzellen keine
Zeichen einer Apoptoseinduktion hervorruft (Papeleu et al., 2003).

Diese Daten passen auch zu den mit VPA und ITF2357 in der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Ergebnissen: im Gegensatz zu der beobachteten Zytotoxizitat der
HDAC-I Wirkstoffe in HCC-Zellen wies die Inkubation nicht transformierter primarer
humaner Hepatozyten (PHH) mit VPA und ITF2357 in Konzentrationsbereichen, in
denen deutliche apoptotische Effekte in Hepatomzellen sichtbar waren, keine

messbaren toxischen Nebenwirkungen auf.

VPA-behandelte PHH zeigten selbst in der héchsten applizierten Konzentration
von 4 mM VPA lediglich einen konzentrationsabhangigen Anstieg der Trans-
aminasen ALT und AST auf 67% des Ausgangswertes sowie eine unveranderte
Abnahme der LDH-Aktivitat. Diese Daten, die fur eine gute Toleranz gesunder
Leberzellen gegenuber VPA sprechen, gehen konform mit den klinischen

Erfahrungen bezuglich des etablierten Antikonvulsivums Valproinsaure (VPA),
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welche diesem eine gute Vertraglichkeit und eine geringe Hepatotoxizitat
attestieren, die sich nur in seltenen Fallen - insbesondere bei Kindern unter 2
Jahren - mit antikonvulsiven Kombinationstherapien manifestiert (Dreifuss et al.,
1987). Auf der Basis dieses vorteilhaften Nebenwirkungsprofils kdnnten die bereits
fur andere Tumorentitdten beschriebenen antineoplastischen Effekte des
Antiepileptikums VPA (Blaheta et al., 2002) auch fir das HCC therapeutisch
nutzbar gemacht werden. Analog zu den Daten fir VPA zeigen die hier auch fur
die Substanz ITF2357 gewonnenen Daten ein ebenfalls sehr gutes
Vertraglichkeitsprofil, so dass auch bei den hdchsten getesteten Konzentrationen

unter in vitro Bedingungen keine Toxizitat fur PHH festzustellen war.

Eine mdgliche Erklarung fur das selektive Uberleben von normalen Zellen versus
apoptotischem Untergang von malignen Zellen koénnte in der offenkundig
unterschiedlichen Regulation der Zellteilung liegen. In Untersuchungen an
untransformierten humanen Fibroblasten, welche mit HDAC-I behandelt worden
waren, zeigte sich, dass diese Substanzen einen G2-Block triggern kénnen, der
sich mit einer Blockade des Zellzyklus mit nur geringer oder gar keiner Zytotoxizitat
manifestiert (Qiu et al., 2000). In gesunden Zellen scheinen HDAC-I also einen G2-
Kontrollpunkt zu induzieren, welcher einen protektiven Einfluss hat, indem er die
Zellen daran hindert, unmittelbar nach HDAC-I-Exposition in die Mitose zu gehen.
Auf diese Weise entgehen sie einer Apoptoseinduktion, ohne eine relevante

Zellschadigung zu erfahren.

Die meisten Tumorzellen hingegen sind defizient in derartigen Signalwegen, da sie
die Funktionalitat der meisten Zellzyklus-Kontrollpunkte, wie z. B. des CDKN1A-
Lokus im Laufe der Karzinogenese, gewissermalien als Vorbedingung fur eine
maligne Entartung, verloren haben (Hanahan et al.,, 2000). So kdnnen
transformierte Zellen trotz HDAC-Inhibition ihre DNA replizieren und werden damit
konsekutiv fur den programierten Zelltod sensibilisiert (Burgess et al., 2001; Vrana
et al., 1999).
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Obwohl die HDAC-I Wirkstoffe VPA und ITF2357 in der Toxizitatsanalyse ein
aullerst gunstiges Nebenwirkungsprofil in gesunden Hepatozyten demonstriert
hatten (Armeanu et al., 2005), musste eine ahnlich geringe Toxizitat fur die
kombinierte Anwendung von HDAC-I und TRAIL erneut verifiziert werden,
insbesondere da die Leber bezlglich unerwlnschter Nebenwirkungen des
Zytokins vermutlich eines der sensibelsten Gewebe Uberhaupt darstellt (Jo et al.,
2000; Lawrence et al., 2001).

Nachdem die ersten praklinischen Studien dem Wirkstoff TRAIL die Eigenschaften
Tumorselektivitat (Pitti et al., 1996; Walczak et al, 1999) und geringe systemische
Toxizitat (Walczak et al., 1999; Ashkenazi et al., 1999) attestieren konnten, schien
einer potentiellen Anwendung von TRAIL in der Krebstherapie nichts im Wege zu
stehen. Fur die meisten Gewebearten und ihre korrespondierenden Tumoren traf
diese Idealkonstellation aus TRAIL-resistentem, gesundem Gewebe und TRAIL-

sensitiven Malignomen auch zu.

Bei einer Untersuchung der TRAIL-Sensitivitat von Hepatozyten verschiedenster
Spezies mit einer speziellen Praparation von TRAIL zeigte sich jedoch, dass im
Gegensatz zu Leberzellen von Mausen, Ratten oder Affen, eine massive
Apoptoseinduktion mit dieser speziellen TRAIL-Praparation ausgeldst werden kann
(Jo et al., 2000). Im Gegensatz hierzu werden andere Praparationen von TRAIL
von Hepatozyten komplikationslos vertragen (Lawrence et al., 2001). Als wichtiges
Ergebnis aus diesen Betrachtungen muss fur jedes therapeutisch neue
Einsatzgebiet von TRAIL insbesondere eine Hepatotoxizitat ausgeschlossen
werden, so dass es fur die Aussagekraft der hier dargestellten Daten von
essentieller Bedeutung war, potentiell zellschadigende Effekte einer
Kombinationsbehandlung von VPA bzw. ITF2357 und TRAIL an primaren
humanen Hepatozyten detailliert zu charakterisieren, anstatt sich rein auf nicht-

humane Leberzellen oder auf Nicht-Lebergewebe zu beschranken.

89



Um auch der grolRen interindividuellen Variabilitat von Hepatozyten bezuglich der
zellularen Reaktion auf toxische Schadigungen Rechnung zu tragen, wurden PHH
von funf verschiedenen gesunden Individuen in die Bestimmung der Leberenzyme
und der LDH-Aktivitat nach HDAC-I-Exposition mit eingeschlossen. Die
durchgefihrte  Toxizitatsanalyse zeigte eine gute Vertraglichkeit der
Kombinationsbehandlung von VPA bzw. ITF2357 und TRAIL ohne Zeichen einer
Toxizitat fur primare, humane Hepatozyten, wahrend die in der LDH-Bestimmung
mitgefUhrten Hepatomzellen (HepG2) bei gleichen Konzentrationen eine signifikant

héhere Zytotoxizitat aufwiesen.

Interessanterweise konnte dieser bemerkenswerte Unterschied in der Vulnerabilitat
gegenuber HDAC-I und TRAIL auf ein differentielles Regulationsmuster von FLIP
in Hepatomzellen und gesunden Leberzellen zurlckgeflihrt werden. Wahrend
maligne HCC-Zellen auf HDAC-Inhibition mit einer deutlichen Herunterregulierung
der FLIP-Expression reagierten, boten primare, humane Hepatozyten ein vdllig
entgegengesetztes Bild und demonstrierten eine signifikante Hochexpression von
FLIP-mRNA Transkripten und FLIP-Protein. Diese experimentellen Ergebnisse
legen nahe, dass HDAC-I nicht nur in der Lage sind, die TRAIL-Resistenz von
Hepatomzellen effizient zu durchbrechen, ohne dabei gesundes Leberparenchym
zu beeintrachtigen, sondern dass sie daruber hinaus auch durch eine
Hochregulation von FLIP einen protektiven Effekt auf nicht-maligne Leberzellen
ausuben, der diese vor einer potentiellen, TRAIL-induzierten Zytotoxizitat schutzen

kann.

Zusammenfassend unterstreichen die vorliegenden Daten eindricklich die
Relevanz des hier charakterisierten experimentellen Ansatzes. Die Kombinations-
therapie aus einem der HDAC-I Wirkstoff (VPA bzw. ITF2357) und dem Zytokin
TRAIL stellt ein innovatives Konzept dar, welches eine potente, therapeutische
Strategie in der HCC-Behandlung anbietet, deren klinischer Einsatz nicht durch

eine fulminante Hepatotoxizitat limitiert wird.
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4.6 Schlussfolgerung

HDAC-I Wirkstoffe sind viel versprechende neue ,Biomodulatoren®, welche durch
Veranderung der transkriptionellen Regulation von Genen, Differenzierung,
Wachtumsinhibition und Zelltod in Tumorzellen auslésen kénnen. Aufgrund der
Vielfalt der Resistenzmechanismen unterschiedlicher Tumorentitdten und der
speziellen therapeutischen Probleme einzelner Malignome, wie z. B. die besonders
hartnackige Resistenz des Hepatozellularen Karzinoms gegenuber Chemo-
therapeutika, ist es von enormer Wichtigkeit, neue Mitglieder dieser interessanten
Substanzklasse der HDAC-I Wirkstoffe zu charakterisieren, um sie fur einen

potentiellen Einsatz in der Krebstherapie zu erschlieen.

In dieser Arbeit wurden die Antitumoreffekte des Antikonvulsivums VPA und der
neu entwickelten Substanz ITF2357 in ihrer Funktion als HDAC-I Wirkstoffe in
HCC-Zellen charakterisiert.

Zusammenfassend fuhrten beide Substanzen zur Akkumulation von
hyperacetylierten Histonen, zur Proliferationsinhbition und zur Apoptoseinduktion in
verschiedenen Hepatomzelllinien, ohne dabei eine signifikante Toxizitat in
normalen PHH auszulosen. Diese Ergebnisse implizieren ein Hepatom-
spezifisches Wirkungsspektrum von VPA und ITF2357, was die Option einer
neuartigen therapeutischen Strategie in der HCC-Behandlung eroffnet, deren
Effektivitat in malignem Gewebe nicht durch eine signifikante Toxizitat im

gesunden Leberparenchym limitiert wird.

VPA und ITF2357 demonstrierten weiterhin die Fahigkeit, den Caspase-8-Inhibitor
FLIP in TRAIL-resistenten Hepatomzelllinien herunter zu regulieren, wodurch eine
Resensibilisierung gegenuber Todesrezeptor-Liganden der TNF-Familie und damit
gegenuber der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose ermoglicht wird. Die

Kombinationsbehandlung von VPA bzw. ITF2357 mit TRAIL wies in primaren
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humanen Hepatozyten, verglichen zu der in HCC-Zellen induzierten dramatischen
Zytotoxizitat, keine Zeichen von toxischen Wirkungen auf, was u. a. auf eine
HDAC-I induzierte, protektiv erhohte zellulare FLIP-Menge in den PHH
zurlckgefuhrt werden kann. Dieses Konzept definiert damit ein bisher nicht
vorhandenes therapeutisches Fenster fur eine potentielle klinische Anwendung von
TRAIL in der zukUnftigen Behandlung des Hepatozellularen Karzinoms mit einer

differentiellen Wirkung auf Tumor- und Nichttumorzellen.

Diese viel versprechenden in vitro-Daten der Histondeacetylase-Inhibitoren VPA
und ITF2357 bezuglich ihrer Wirksamkeit in Hepatomzellen sollen als Grundlage
fur die Entwicklung eines alternativen Therapiekonzeptes in der zukunftigen HCC-
Behandlung dienen. In diesem Kontext ist es unumganglich, VPA und ITF2357
bzw. die Kombination dieser HDAC-I Wirkstoffe mit TRAIL in Hinblick auf ihre in
vivo-Wirksamkeit sowie die Effekte einer mittel- bis langfristigen Anwendung
weiterfuhrend zu evaluieren. Wahrend VPA durch die extensiven Kklinischen
Erfahrungen im Einsatz dieses Wirkstoffes als Antikonvulsivum bereits jetzt als
sichere und vielfach getestete Alternative zu klassischen, Kklinisch schlecht
vertraglichen HDAC-I Wirkstoffen (z. B. TSA oder Trapoxin) in der Tumortherapie
betrachtet werden kann, liegen fur ITF2357 ebenfalls ermutigende erste Daten aus
klinischen Studien, die bei nicht onkologischen Indikationen durchgefuhrt worden

sind, vor.

Um aus diesen experimentellen Daten zukunftig ein tragfahiges Therapiekonzept
fur die HCC-Behandlung zu konzipieren, ist im weiteren Verlauf insbesondere eine
praklinische Charakterisierung an entsprechenden Tiermodellen und eine
nachfolgende Phase I/ll Studie notwendig, um moglichst viele der noch offenen
Fragen zu klaren und die therapeutische Umsetzbarkeit des hier postulierten,
innovativen Behandlungskonzeptes fir das Hepatozellulare Karzinom zu

ermoglichen.
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5 Zusammenfassung

Acetylierungs- und Deacetylierungsprozesse von DNA-assoziierten Histon-
proteinen durch das gegensatzlich arbeitende Enzympaar Histondeacetylase
(HDAC) und Histonacetyltransferase (HAT) erlauben feinste Modulierungen der
zellularen Genexpression und Differenzierung auf epigenetischer Ebene. In trans-
formierten Zellen kann mit Hilfe von sogenannten HDAC-Inhibitoren (HDAC-I) eine
therapeutisch intendierte Histonhyperacetylierung erzielt werden, die Uber eine
posttranslationale Modifikation lysinreicher Enden der Histonproteine eine
Veranderung der Nukleosomenstruktur und damit eine Reaktivierung von Genen
bewirkt. Interessanterweise tben die durch HDAC-Uberexpression reprimierten
Gene in diesen Zellen Kontrollfunktionen bei Proliferation, Differenzierung und dem
zellularen Selbstmordprogramm aus. Durch Hemmung der HDAC Aktivitat kann
der weiteren Progression der malignen Entartung und der Aufrechterhaltung eines
malignen Phanotyps transformierter Zellen entgegengetreten werden. In der
Konsequenz der genetischen ,Reprogrammierung” kdnnen die entarteten Zellen in

die Apoptose getrieben werden.

In dieser Dissertation wurden zwei neuartige, bisher wenig in ihrer Funktion als
HDAC-I charakterisierte Substanzen, das Antikonvulsivum Valproat (VPA) und der
Wirkstoff ITF2357, bezuglich ihrer zytotoxischen Wirkungen und molekularen
Effekte sowohl auf die Hepatomzelllinien HepG2, PLC/PRF/5 und HuH-7, als auch

auf primaren, humanen Hepatozyten (PHH) charakterisiert.

Die HDAC-I induzierte Histonhyperacetylierung flhrte in den untersuchten
Hepatomzellen zu einer deutlichen konzentrationsabhangigen Inhibition der Pro-
liferation, die nach 5-tagiger Exposition gegenuber VPA oder ITF2357 ein
komplettes  Absterben der  Hepatomzellkulturen zur Folge hatte.

Durchflusszytometrische Untersuchungen sowie die fluorimetrische Bestimmung
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der Caspase-3-Aktivitat nach Behandlung von Hepatomzellen bestatigten die
Fahigkeit der untersuchten HDAC-I zur Apoptoseinduktion. Analog behandelte
primare, humane Hepatozyten boten im Gegensatz zu den Hepatomzellen keine

messbaren Zeichen einer Zytotoxizitat durch die HDAC-I Behandlung.

Die Veranderung des Epigenoms durch Blockade der Histondeacetylase ging mit
einer veranderten Expression von zentralen zellzyklus- und apoptoseregulierenden
Proteinen einher. Durch die Hochexpression des cyclinabhangigen Kinaseinhibi-
tors p21 und proapoptotischen Mitgliedern der Bcl-2 Familie, wie Bid und Bax,
sowie durch die Herrunterregulierung von anti-apoptotischer Familienmitglieder wie
Bcl-X., verschoben VPA und ITF2357 die intrazellulare Balance zwischen pro- und
anti-apoptotischen Signalen in Richtung Apoptose. Die durch Transfektion eines
Bcl-X. kodierenden Plasmids erreichte artifizielle Uberexpression von Bcl-X_ in
HepG2-Zellen, konnte die VPA- bzw. ITF2357-induzierte Zelltodrate deutlich
reduzieren, so dass in der Zusammenschau ein Ubergewicht von pro-apop-
totischen Faktoren in den Hepatomzellen entscheidend zur HDAC-I vermittelten

Apoptoseinduktion beizutragen scheint.

Der zweite Teil der Dissertation befasste sich mit den Wechselwirkungen einer
Kombinationsbehandlung aus den HDAC-I VPA oder ITF2357 mit dem Zytokin
TNF-related apoptosis inducing ligand (TRAIL). Der Todesligand TRAIL ist eine
viel versprechende, neue Substanz in der experimentellen Tumortherapie, welche
in unterschiedlichsten Tumorentitaten selektiv den programmierten Zelltod
induzieren kann, ohne dabei gesundes Gewebe zu schadigen. Leider ist den
malignen Hepatomzelllinien eine ausgepragte TRAIL-Resistenz eigen, so dass
dem Zytokin auf der Suche nach therapeutischen Strategien gegen das Hepato-

zellulare Karzinom bisher keine bedeutende Rolle zukam.

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine HDAC-| verursachte

.Reprogrammierung” in der Lage ist die TRAIL-Resistenz von Hepatomzellen zu
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uberwinden und sie gegenuber der Todesrezeptor-vermittelten Apoptose zu

sensibilisieren.

Wahrend TRAIL alleine keine relevante Apoptose auslosen konnte,
rekonstituierte eine 24-stundige Prainkubation mit VPA bzw. ITF2357 die
Empfindlichkeit der Hepatomzellen gegenuber dem Todesliganden, so dass
eine anschlieRende TRAIL-Behandlung in allen untersuchten Hepatomzelllinien
eine deutliche Zu-nahme der durchflusszytometrisch gemessenen Zelltodrate
zur Folge hatte. Aufgrund der Reversibilitat der Histonhyperacetylierung war
eine, die gesamte Inkubationsperiode uUberdauernde HDAC-Inhibition durch
VPA oder ITF2357 not-wendig, um eine maximale Apoptoseinduktion zu

ermdglichen.

Im Gegensatz zu TRAIL-sensiblen Tumorzellarten, wo vermutet wird, dass eine
HDAC-I vermittelte Hochregulation der TRAIL-Rezeptoren flr eine gesteigerte
Empfindlichkeit gegentber der TRAIL-induzierten Apoptose mitverantwortlich
ist, boten die TRAIL-resistenten Hepatomzellen nach HDAC-I Behandlung keine
Veranderung der TRAIL-Rezeptorexpression.

Als zentraler Mechanismus fur die TRAIL-Sensibilisierung von Hepatomzellen
konnte hingegen die Regulation des Apoptose-modulierenden Molekils FLIP
durch VPA und ITF2357 identifiziert werden. Die Expression des anti-
apoptotischen Caspase-8 Inhibitors wurde in den untersuchten Hepatomzellen
durch HDAC-Inhibition sowohl auf Protein- als auch auf mMRNA-Ebene deutlich
herunterreguliert. Die Reduktion dieses bekannten intrazellularen TRAIL-
Resistenzfaktors scheint ein Schlusselereignis bei der Induktion einer
Empfindlichkeit maligner HCC-Zellen gegenuber der TRAIL-induzierten

Apoptose zu sein.
Zur Erfassung einer potentiellen Hepatotoxizitat der Kombination von HDAC-I

und TRAIL fur gesundes Leberparenchym wurden PHH von funf verschiedenen
Spendern nach Kultur mit VPA oder ITF2357 und TRAIL Bestimmungen der
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Transaminasen- und LDH-Aktivitat unterzogen. Die Wirkstoffkombinationen
zeigten in den gesunden Leberzellen ein ausgesprochen gutes Toleranzprofil
ohne signifikante Erhéhung der Messwerte, wahrend analog behandelte
Hepatomzellen deutliche Zeichen eines massiven Zelluntergangs boten. Die
Selektivitat der HDAC-I gesteuerten TRAIL-Sensibilisierung korrelierte mit einer
differentiellen Regulation von FLIP, welche in den primaren Hepatozyten im
Gegensatz zu den malignen HCC-Zellen eine Hochexpression von FLIP
hervorrief und diese damit vor einer TRAIL-vermittelten Zytotoxizitat schutzten

konnte.

Zusammenfassend unterstreichen die Ergebnisse dieser Arbeit das viel
versprechende Wirkungsprinzip von VPA und ITF2357, zwei neuen Wirkstoffen
aus der hochinteressanten Substanzklasse der Histondeacetylase-Inhibitoren.
Durch die Selektivitat ihrer zytotoxischen Effekte erdffnen diese Substanzen die
Perspektive fur eine innovative und potente Strategie in der HCC-Behandlung,
deren klinische Umsetzbarkeit nicht durch ein ungunstiges Nebenwirkungs-
spektrum bzgl. gesundem Lebergewebe limitiert wird. Nach einer sorgfaltigen
und kritischen Fortsetzung der praklinischen Evaluation konnte der hier
charakterisierte experimentelle Ansatz einer Veranderung des Epigenoms
durch VPA und ITF2357 die Grundlage eines neuen Behandlungskonzeptes

gegen das Hepatozellulare Karzinom bilden.
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